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Dans le noyau cellulaire, l’ADN est compacté autour de petites protéines appelées histones 
formant ainsi le nucléosome, unité de base de la chromatine. Les nucléosomes contrôlent la 
liaison des facteurs de transcription à l’ADN et sont ainsi responsables de la régulation des 
processus cellulaires tels que la transcription. Afin de permettre l’expression des gènes, la 
chromatine est remodelée, c’est-à-dire que les nucléosomes sont repositionnés de manière 
à ce que la machinerie générale de la transcription puisse atteindre l’ADN afin de produire 
l’ARN messager. La moindre petite modification dans la fonction des facteurs de 
transcription ou des enzymes responsables du remodelage de la chromatine entraine des 
variations d’expression des gènes, et donc des maladies telles que les cancers. 
Le cancer du sein est le cancer le plus couramment développé chez les femmes. Cette 
maladie est principalement causée par l’activité du récepteur des œstrogènes ERα et de ses 
co-régulateurs ayant, pour la plupart, un rôle direct sur le remodelage de la chromatine. 
Afin de mieux comprendre le développement et la progression du cancer du sein, nous 
avons décidé d’étudier le rôle de deux co-régulateurs de ERα, TLE3 et KDM5A, impliqués 
dans le remodelage de la chromatine et dont la fonction dans le cancer du sein est 
indéterminée. 
Nous avons démontré que TLE3 est un partenaire d’interaction du facteur pionnier FoxA1, 
facteur nécessaire à la liaison de ERα sur l’ADN pour la transcription des gènes cibles de 
ce récepteur. L’interaction de TLE3 avec FoxA1 inhibe la liaison de ERα à l’ADN en 
absence d’œstrogènes, via le recrutement de HDAC2 qui déacétyle la chromatine, 
empêchant alors l’activation fortuite de la transcription en absence de signal. Quant à 
KDM5A, malgré sa réputation de répresseur de la transcription, dans le cancer du sein, 
cette déméthylase de H3K4me2/3 est un coactivateur de ERα, dû à son rôle direct sur 
l’expression du récepteur. 
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"Cancer" est un mot latin issu du grec krakos, crabe, terme utilisé par le médecin grec 
Hippocrate (460 - 377 avant JC) pour décrire les tumeurs qu'il soignait, leur propagation 
lui rappelant les pattes d'un crabe. Par la suite, le médecin romain Celsus (28 avant JC - 50 
après JC) traduisit ce terme en latin par le mot cancer, encore utilisé de nos jours. 
Le cancer est une maladie qui touche les organismes multicellulaires probablement depuis 
l’origine de la vie sous cette forme. En effet, les premières traces de cancer, découvertes 
sur des fragments d'os humains, datent de la préhistoire, et la documentation concernant 
cette maladie débute en Égypte ancienne, vers 3000 avant JC. Au travers des époques, les 
médecins ont sans relâche répertorié leurs observations ainsi que les traitements 
administrés aux patients (cautérisations, 
onguents, excision de la tumeur), mais ce 
n'est qu'au siècle dernier que la 
documentation et les expériences réalisées au 
fil du temps permettent une véritable 
avancée. Cependant, malgré tous les progrès 
et les efforts consacrés à la lutte contre le 
cancer, la maladie reste fatale pour la 
majorité des personnes qui la développent. 
De l'antiquité jusqu'au XIXe siècle, le seul moyen efficace utilisé pour tenter de guérir un 
patient atteint d'un cancer était l'excision de la tumeur, parfois de l'organe entier, ainsi que 
des ganglions lymphatiques alentour pour éviter sa propagation. Mais à la fin du moyen-
âge, l'essor de la médecine et de la science entraine une progression considérable des 
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connaissances sur la biologie humaine. Ainsi, au XXe siècle, d'autres moyens 
thérapeutiques sont élaborés. La chirurgie est toujours employée, mais les médecins 
utilisent également les rayons X, la chimiothérapie, l'immunothérapie...  
Les connaissances grandissantes sur la cellule, ses composantes et son fonctionnement, ont 
permis de grandes avancées dans la compréhension du développement des cancers. La 
division anarchique des cellules, à l'origine de la formation des tumeurs, proviendrait de 
mutations acquises ou congénitales qui vont modifier la fonction de certaines protéines et 
la transcription de certains gènes. Ainsi, le cancer serait une maladie génétique et 
épigénétique, dans la mesure où elle affecte directement le contrôle de l'expression des 
gènes. Par conséquent, l'étude des mécanismes de transcription permettra de mettre au 








Chaque organisme pluricellulaire est susceptible de développer un cancer, mais la 
fréquence et le pronostique varient en fonction de l’organe touché. Les statistiques en 2015 
au Canada montrent que chez la femme, le cancer du sein est l'un des plus courants et donc 
l'un des plus mortels (Voir tableau 1.1).  
La plupart du temps, le développement des tumeurs mammaires est dû à l’action des 
œstrogènes, reconnus par le récepteur des œstrogènes ERα. Les œstrogènes sont des 
hormones stéroïdiennes généralement produites dans les ovaires à partir de cholestérol qui 
sera d’abord converti en androgènes, puis en œstrogènes via l’activité de l’aromatase 
(Suhara et al., 1986). Le terme « œstrogènes » désigne trois molécules différentes : le 17β-
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œstradiol, la forme la plus abondante et utilisée en laboratoire, l’œstrone, et l’œstriole. 
L’œstrone et l’œstriole sont produites par le tissus adipeux et le placenta (respectivement), 
et sont des agonistes moins puissants que le 17β-œstradiol (Chen et al., 2008). Dans ce 
manuscrit, le terme « œstrogènes » désignera le 17β-œstradiol, hormone impliquée dans le 
développement de la glande mammaire et de la plupart des cancers du sein. 
 
Les œstrogènes diffusent librement à travers la membrane plasmique des cellules pour 
interagir avec ERα et ERβ, facteurs responsables de l’expression des gènes répondant à 
cette hormone. ERα est le principal moteur du développement de la glande mammaire à la 
puberté (Macias and Lindsay, 2012), mais à l’âge adulte, une trop forte expression de ce 
récepteur peut entrainer le développement de maladies telles que le cancer du sein. En 
effet, dans une cellule épithéliale mammaire non cancéreuse adulte, ERα et ERβ ne sont 
que faiblement exprimés (Renoir et al., 2013).  
Le cancer du sein est causé par l’accumulation de mutations somatiques acquises ou 
héréditaires au niveau de cellules de la glande mammaire, favorisant, par exemple, 
l’activité des oncogènes et inhibant celle des gènes suppresseurs de tumeur. Cependant, la 
plupart des néoplasmes humains conservent leur phénotype. Ceci suggère qu'au départ, une 
cellule cancéreuse garde l'essentiel de son transcriptome d'origine, dont l'expression est en 
partie régulée par les modifications post-traductionnelles des histones et la méthylation de 
l'ADN, démontrant ainsi l’importance de l’épigénétique dans la biologie des cancers (Ryan 
and Bernstein, 2012). Les cancers seraient donc autant des maladies épigénétiques que 
génétiques. Toutefois, aucun cancer ne démarre et n’évolue de la même manière, ainsi, six 
Tableau 1.1 Statistiques Canadiennes sur le cancer du sein en 2015 
 
Chez la femme, le cancer du sein représente 26% du total des cancers diagnostiqués et 






sous-types de cancer du sein ont été observés et classés en fonction des différents profils 
d’expression de gènes, et regroupés en deux grandes classes : cancers ER+ (exprimant 
ERα) comprenant les sous-types luminal A et luminal B, et cancers ER- (n’exprimant pas 
ERα) constitués des sous-types basal-like, claudin-low, enrichis en HER2 et normal-like 
(Macias and Lindsay, 2012; Parker et al., 2009; Skibinski and Kuperwasser, 2015; 
Sonnenblick et al., 2014). 
Malgré la variété des cancers du sein identifiés, ERα est bien souvent à l’origine de la 
maladie. En effet, les deux tiers des cancers du sein diagnostiqués expriment ERα 
((EBCTCG), 1998), dont l’expression et l’activité sont amplement impliquées dans le 









La famille des NR désigne une quarantaine de facteurs de transcription dont l’activation 
dépend d’un ligand. Les NR sont divisés en plusieurs classes selon sur le type de ligands 
reconnu incluant entre autres : les récepteurs des hormones stéroïdiennes (dont AR et PR), 
les récepteurs des ligands non stéroïdiens (comprenant par exemple RAR ou TR), les 
récepteurs qui lient des ligands produits par le métabolisme (tels que les récepteurs PPAR 
et LXR), et les récepteurs orphelins dont le ligand est inconnu (par exemple LRH1). ERα 
fait partie de la classe des récepteurs des hormones stéroïdiennes.  
La composition des NR, est conservée entre chaque classe. A l’extrémité N-terminale, se 
trouve le domaine AF-1, adjacent à un domaine de liaison à l’ADN (DBD) hautement 
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conservé se trouvant au centre de la structure. Le DBD est suivi d’une région charnière 
contenant le signal de localisation nucléaire, et enfin, l’extrémité C-terminale comprend le 
domaine de liaison du ligand (LBD), lui-même en partie constitué du domaine AF-2 (voir 
Figure 1.1). L’activité transcriptionnelle de ERα dépend des domaines AF-1 et AF-2 
(Kumar et al., 1987; Mader et al., 1989), responsables du recrutement des co-régulateurs 
lorsque le récepteur est lié à l’ADN (McKenna et al., 1999). En effet, l’absence de ces 
domaines entraine une perte de l’activité de ERα (Arao et al., 2011; Lupien et al., 2007).  
Le domaine AF-1 est constitué de plusieurs sérines ciblées par des kinases et dont la 
phosphorylation est nécessaire à la fonction de ERα (Lannigan, 2003). En effet, coupler le 
domaine AF-1 avec le DBD du récepteur est suffisant pour activer la transcription des 
gènes cibles de ERα, de ce fait, le domaine AF-1 est considéré comme le responsable de la 
réponse transcriptionnelle de ERα, ce, indépendamment d’un ligand (Lees et al., 1989). 
Afin d’éviter l’activation fortuite du récepteur en absence de l’hormone, un encombrement 
stérique généré par le LBD rend le domaine AF-1 inaccessible aux kinases, celui-ci est 
aboli lors de l’interaction du LBD avec le ligand (Lannigan, 2003). 
Le DBD de ERα est constitué de deux doigts de Zn, comprenant chacun quatre résidus 
cystéine, établissant des contacts avec l’ADN. Le DBD de ERα reconnait l’ERE dont la 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.1 Les domaines caractéristiques de la famille des récepteurs nucléaires 
Les récepteurs nucléaires sont constitués de deux domaines d’activation à leurs 
extrémités N- et C-terminales (domaines AF-1 et AF-2), d’un domaine de liaison à 
l’ADN très spécifique (DBD), d’une région charnière (RC) comprenant la séquence de 
localisation nucléaire, et d’un domaine de liaison du ligand (LBD). Les nombres 
indiquent la taille de chaque région pour ERα. 
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séquence consensus est constituée de deux demi-sites palindromiques séparés par trois 
nucléotides aléatoires (AGGTCANNNTGACCT). C’est le motif pour lequel ERα a le plus 
d’affinité, cependant, ERα peut être recruté à de nombreuses régions ne présentant qu’un 
demi-site (GGTCA). Le premier doigt de Zn reconnait la séquence nucléotidique de l’ERE 
via un domaine P-box, tandis que le deuxième est impliqué dans la dimérisation du 
récepteur et dans l’évaluation de la distance séparant les demi-sites. Le DBD du récepteur 
étant extrêmement spécifique à son élément de réponse, la mutation d’une seule base de la 
séquence consensus de l’ERE entraine une diminution du recrutement de ERα, altérant 
ainsi la transcription du gène ciblé. L’élément de réponse serait également impliqué dans 
les changements de conformation du DBD et des domaines adjacents, ce qui favoriserait la 
formation d’une plateforme de recrutement des co-activateurs (Gruber et al., 2004). 
Contrairement au domaine AF-1, la fonction du domaine AF-2 est dépendante des 
œstrogènes. Ainsi, le LBD et le domaine AF-2 de ERα font partie de la même structure 
(Spears and Bartlett, 2009). L’importance du domaine AF-2 provient d’une hélice α en 
particulier, l’hélice H12. Lors de l’activation du récepteur, H12 entraine un changement de 
conformation de ERα lui permettant d’interagir avec les co-activateurs (Bourguet et al., 
1995). Dans la structure de ERα, la position de H12 par rapport au LBD détermine les 
effets de ses ligands (Nichols et al., 1998). En effet, le LBD de ERα est une grande 
structure, bien plus large que les œstrogènes, capable de reconnaitre plusieurs molécules, 
ayant des effets agonistes ou antagonistes utilisés notamment en thérapie. La liaison d’un 
agoniste induit un changement de conformation du récepteur, lui conférant une meilleure 
affinité pour les co-activateurs afin de faciliter l’activation de la transcription. En revanche, 
la liaison d’un antagoniste empêche le bon positionnement de H12 favorisant alors 
l’interaction de ERα avec les co-répresseurs (Brzozowski et al., 1997; Darimont et al., 
1998). Les SERM sont des ligands de ERα dont certains, tels que le fulvestrant et le TAM, 
ont une activité anti-œstrogènique dans des cellules de cancer du sein. Le fulvestrant lie, et 
inhibe ERα en induisant sa dégradation (Nicholson et al., 1995), tandis que la 
reconnaissance du TAM par ERα empêche le repliement du LBD, favorisant alors le 













Chez l’humain, le noyau cellulaire, d’une taille de 5µm – 20µm de diamètre, contient 
environ 2m d’ADN. Pour être maintenu dans un si petit volume, l’ADN est condensé en 
s’enroulant autour de petites protéines appelées histones, formant ainsi le nucléosome, 
unité de base de la chromatine. Chez l’humain, cinq histones canoniques sont responsables 
de la compaction de l’ADN: H1, H2A, H2B, H3 et H4.  
Le nucléosome est constitué de deux paires de quatre des histones canoniques (H2A, H2B, 
H3, et H4), formant un octamère autour duquel s’enroulent environ 147pb d’ADN. 
L’histone H1, ne fait pas partie de cette structure, mais permet de renforcer les états de 
condensation de l’ADN. En effet, la chromatine passe par plusieurs niveaux de compaction 
(Voir Figure 1.2). Dans le noyau, l’ADN libre n’est retrouvé que transitoirement et à 
certains endroits bien précis. Le premier niveau de compaction, l’enroulement de l’ADN 
autour des octamères d’histones, est appelé fibre de 10nm ou « collier de perles » dû à son 
aspect sur les photos de microscopie électronique. La présence de H1 permet de passer au 
stade de condensation supérieur, entrainant la formation d’une fibre de 30nm de largeur où 
les nucléosomes s’empilent les uns au-dessus des autres. Ces fibres forment ensuite des 
boucles d’une largeur de 300nm qui seront alors compressées en une fibre de 700nm. Afin 
d’atteindre le dernier stade de compaction de la chromatine, ces fibres de 700nm sont 




Les histones sont constituées d’un domaine globulaire permettant leur interaction et leur 
liaison à l’ADN. Ce domaine est composé de 3 hélices alpha séparées par deux boucles, 
nommées L1 et L2, formant le HFD (Luger and Collins, 2001). Les extrémités N- et C- 
terminales des histones dépassent de la structure du nucléosome, et sont les cibles de 
modifications post-traductionnelles importantes pour la régulation de la transcription, de la 
réplication, de la réparation des dommages à l’ADN et la progression du cycle cellulaire. 
H1 est constitué d’un domaine winged helix central et ses extrémités N- et C-terminales 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.2 Les différents états de condensation de la chromatine 
(a) L’octamère d’histones et la double hélice d’ADN s’assemblent pour former les 
nucléosomes. Les nucléosomes vont alors s’empiler et s’enrouler à plusieurs niveaux 
afin de condenser la chromatine jusqu’à obtenir le chromosome métaphasique. Figure 
adaptée de (i). (b) Collier de perles (gauche) et fibre de 30nm (droite) visualisés en 
microscopie électronique (ii). 
(i) http://csls-text.c.u-tokyo.ac.jp/large_fig/fig04_6.html 




interagissent avec l’ADN contenu entre deux nucléosomes adjacents, ADN de liaison, afin 
de faire varier le repliement de cet ADN, entrainant une augmentation du niveau de 
condensation de la chromatine (Luger and Collins, 2001). 
La première étape de formation de l’octamère est la création du tétramère (H3-H4)2. Le 
dimère H3-H4 s’assemble via les interactions entre les HFD de ces histones, et le tétramère 
est obtenu par la liaison des deux histones H3 au moyen d’une structure composée de 
plusieurs hélices. Ce tétramère est très stable et organise autour de lui une soixantaine de 
pb d’ADN. Le dimère H2A-H2B est également formé grâce aux HFD de ces deux 
histones. Un domaine commun à H2B et H4, constitué de quatre hélices, leur permet 
d’interagir l’une avec l’autre pour fixer le dimère H2A-H2B au tétramère (H3-H4)2. Cette 
liaison étant peu stable, la structure de l’octamère doit être consolidée par une interaction 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.3 La formation d’un nucléosome 
Deux dimères H3-H4 interagissent pour former un tétramère (H3-H4)2 au niveau 
duquel s’enroulent les premières paires de base d’ADN. S’ensuit alors la liaison de 
deux dimères de H2A-H2B de part et d’autre du tétramère, et l’enroulement des 
dernières paires de bases de l’ADN, formant ainsi un nucléosome complet. HFD : 
Histone Fold Domain. 
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entre H3 et H2A, réalisée par une extension du HFD de H2A, le domaine d’amarrage, 
capable de reconnaitre H3 (Voir Figure 1.3). Lorsque H1 est présente à la chromatine, elle 
contacte le nucléosome via le corps de H2A. Ses extrémités N- et C-terminales lient 
l’ADN de liaison, annulant ses charges et augmentant ainsi le degré de compaction de la 








L’ADN enroulé autour des histones n’est pas accessible aux différentes protéines capables 
de s’y fixer, que ce soit des facteurs de la machinerie de réparation, de réplication ou de 
transcription de l’ADN. Ainsi, la plupart des régions génomiques occupées par des 
protéines sont dépourvues de nucléosomes, suggérant que la position du nucléosome est un 
déterminant global de l’accès des facteurs. Par conséquent, la chromatine a un effet 
intrinsèque négatif sur la transcription. Le nucléosome est donc une structure très 
dynamique, constamment modifiée, assemblée et désassemblée via un processus très 
étroitement régulé, appelé le remodelage de la chromatine. Le remodelage de la chromatine 
consiste à faire varier la position, la composition, ou le nombre de nucléosomes sur l’ADN 
afin d’ouvrir ou de fermer la chromatine, créant ainsi l’euchromatine ou 
l’hétérochromatine. Trois mécanismes de remodelage sont connus à ce jour : l’insertion de 
variants d’histones, l’établissement des PTM des histones, et l’activité des complexes de 
remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP. 
De par leur rôle capital dans la condensation de l’ADN, les histones sont des protéines 
extrêmement importantes à la vie cellulaire et donc codées par des gènes présents en 
plusieurs copies relativement similaires. Ce sont également les protéines connues qui, au 
11 
 
sein du même organisme, évoluent le plus lentement, ainsi, leur séquence 
n’est pratiquement pas modifiée (Kamakaka and Biggins, 2005). Cependant, un certain 
nombre de variants alléliques ont été identifiés, comportant quelques changements plus ou 
moins nombreux dans leur séquence, en fonction du variant considéré (Voir Figure 1.4). 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.4 Les histones H2A et H3 et leurs variants respectifs H2A.Z et H3.3 
Malgré leur fonction identique (compaction de l’ADN), H2A et H3 ont des séquences 
très différentes l’une par rapport à l’autre. En revanche, comparer un variant avec son 
histone canonique démontre un fort degré de similitude entre les deux protéines. Les 
acides aminés en vert et l’astérisque marquent les résidus conservés, les acides aminés 
en bleus et les deux points marquent les résidus mutés, mais avec des propriétés 
fortement similaires, les acides aminés en violet et le point marquent les résidus mutés 
avec des propriétés faiblement similaires, les acides aminés en rouge marquent les 
différences drastiques entre les deux séquences comparées. Numéros de références des 
séquences alitnées : H3, AAN39284.1 ; H2A, AAN59974.1 ; H2A.Z, NP_002097.1 ; 
H3.3, NP_005315.1. Programme d’alignement de séquences protéiques : SMS, 




Ces mutations observées chez les variants sont suffisantes pour conférer des propriétés 
complètement différentes au nucléosome dans lequel ils sont intégrés. Par exemple, 
l’insertion de H2A.Z dans un nucléosome contenant H3 renforce la stabilité de ce 
nucléosome (Park et al., 2004), en revanche, l’insertion de ce même variant dans un 
nucléosome contenant H3.3 (variant de l’histone canonique H3), fragilise drastiquement la 
structure du nucléosome (Jin and Felsenfeld, 2007). Des études indiquent que les 
altérations dans la constitution des nucléosomes ont surtout lieu au niveau des régions 
transcrites et des éléments régulateurs (Jin et al., 2009; Kamakaka and Biggins, 2005), 
suggérant un rôle important des variants d’histones dans la régulation de la transcription. 
Une fois traduites et incorporées dans les nucléosomes, les histones peuvent encore subir 
toute une panoplie de modifications chimiques qui vont influencer les complexes de 
remodelage de la chromatine et permettre la mise en place d’hétérochromatine facultative, 
d’hétérochromatine constitutive, ou d’euchromatine. Ces PTM sont établies au niveau des 
extrémités N- et C-terminales des histones et de certains variants. Les PTM peuvent soit 
abolir les contacts entre les histones et l’ADN (Ren and Gorovsky, 2001), soit affecter le 
recrutement de facteurs de transcription ou des complexes de remodelage de la chromatine, 
conduisant à l’activation ou à la répression de la transcription. Ces modifications sont alors 
considérées comme des marques de régions activement transcrites ou réprimées. Les PTM 
les plus courantes sont l’acétylation et la méthylation, mais les histones peuvent également 
être ubiquitinées, phosphorylées, et sumoylées (Munshi et al., 2009).  
L’acétylation des histones est établie par les HAT, et abolie par les HDAC, tandis que la 
méthylation est sous contrôle des HMT, ajoutant un groupement méthyl, et des HDM, 
responsables de la déméthylation. L’acétylation des histones est exclusivement associée à 
des régions de chromatine activement transcrite (Kim et al., 2009; Kouzarides, 2007). En 
revanche, les conséquences de la méthylation des histones sur la transcription dépendent 
du résidu ciblé et du niveau de méthylation (mono-, di-, ou tri-méthylation). Le tableau 1.2 
représente une liste non exhaustive des résidus les plus étudiés, leur association à la 
chromatine transcrite ou non transcrite, ainsi que certaines enzymes responsables de leur 
modifications. 
Les complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP sont constitués 
d’enzymes qui, comme leur nom l’indique, utilisent l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP pour 
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changer l’état de condensation de la chromatine en déplaçant, en éjectant, ou encore 
en modifiant la constitution du nucléosome (insertion des variants d’histones). Ainsi, le 
rôle des complexes de remodelage de la chromatine est de modifier l’espacement des 
nucléosomes afin de contrôler l’accessibilité de l’ADN lors des différents processus 
cellulaires, dont la transcription. Quatre grandes familles de complexes de remodelage de 
Tableau 1.2 Acétylation et méthylation des histones H3 et H4  
 
Tableau par Maïka Jangal 
Liste non exhaustive de résidus méthylés et acétylés des histones canoniques H3 et H4. 
Les HDAC n’étant pas spécifiques de résidus particuliers, ne sont pas listées dans ce 
tableau. Les chiffres en exposant sont les références en annexes. H3/4KN : lysine N de 
l’histone H3/4, me1 : mono-méthylation, me2 : di-méthylation, me3 : tri-méthylation, (a) 




la chromatine dépendants de l’ATP sont connues à ce jour (Voir figure 1.5):  Swi/Snf, 
ISWI, CHD, et INO80 (Clapier and Cairns, 2009). 
Pour modifier la structure de la chromatine, l’enzyme responsable de l’hydrolyse de l’ATP 
(sous-unité ATPase) lie l’ADN au niveau du nucléosome et abolit les interactions ADN-
histones. Ces complexes partagent des caractéristiques propres à leur fonction, à savoir, 
une affinité pour le nucléosome, des domaines d’interactions avec des facteurs de 
transcription et d’un domaine ATPase dont l’activité dépend de la présence de l’ADN, et 
un ou plusieurs types de domaines de reconnaissance des histones natives ou modifiées 
(Clapier and Cairns, 2009). Les domaines de reconnaissance des histones permettent de 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.5 Les complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP 
Les quatre grandes familles de complexes de remodelage de la chromatine dépendants 
de l’ATP chez l’humain sont représentées : Swi/Snf, ISWI, CHD et INO80. Les sous-
unités ATPase sont constituées de domaines variés permettant le classement des 
différents complexes de chaque famille. 
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guider ces complexes aux régions où la structure de la chromatine doit être modifiée. Les 
plus courants sont les PHD et les chromodomaines, qui reconnaissent les histones 
méthylées, ainsi que les bromodomaines qui reconnaissent les histones acétylées (Clapier 








La transcription est un processus très étroitement contrôlé par la cellule via tous les 
mécanismes de remodelage de la chromatine, mais également au sein même de la séquence 
d’ADN. En effet, seul 10% du génome humain sont transcrits (Ponting et al., 2009). Ainsi, 
l’ADN est en grande partie constitué de séquences régulatrices, appelées éléments cis 
régulateurs, possédant des caractéristiques chromatiniennes particulières (définies par la 
présence de PTM et de variants) qui leur sont propres, et contrôlant directement 














Le promoteur est un élément cis régulateur situé à l’extrémité 5’ du gène qu’il régule et au 
niveau duquel commence la production de l’ARNm. Cet élément régulateur est lui-même 
constitué de six séquences reconnues par les facteurs généraux de la transcription qui 
recrutent et positionnent l’ARN polymérase II, enzyme responsable de la synthèse des 
ARNm. Le motif le plus important est l’Inr qui contient le TSS à proprement parler, en 
amont duquel, à environ 30pb, est située la boite TATA. La boite TATA est une séquence 
de T et de A successifs (TATAA) permettant la liaison de TBP, une des sous-unités du 
facteur général de la transcription TFIID. TFIID est également composé de sous-unités 
capables de reconnaitre d’autres séquences contenues dans le promoteur telles que le DPE, 
ou le MTE. Le promoteur peut aussi être constitué de deux séquences de reconnaissance 
pour le facteur général de la transcription TFIIB: BREu, et BREd (voir Figure 1.6). Toutes 
ces séquences ne sont pas obligatoirement requises pour permettre l’initiation de la 
 
Figure 1.6 Les éléments du promoteur 
Le promoteur central est constitué de divers séquences régulatrices reconnues par les 
facteurs généraux de la transcription et l’ARN polymérase II afin d’initier la 
transcription. BREu et BREd sont les sites de reconnaissance de TFIIB, la boite TATA 
permet la liaison de TBP, et TFIID peut également se fixer au niveau du MTE et du 
DPE. L’initiateur est l’élément au niveau duquel l’ARN polymérase II est positionnée 





transcription. Les gènes les plus robustement exprimés sont généralement contrôlés par des 
promoteurs regroupant tous ces éléments, qui sont alors qualifiés de promoteurs forts. A 
l’inverse, les gènes moins fortement transcrits sont sous le contrôle de promoteurs 
constitués de seulement quelques-unes de ces séquences, et sont donc qualifiés de 
promoteurs faibles (Juven-Gershon and Kadonaga, 2010). 
L’architecture de la chromatine au niveau d’un promoteur reconnu par RNAPII est bien 
établie. Le promoteur comprend une région d’environ 200 pb dépourvue de nucléosomes, 
la NFR, située en amont du TSS et délimitée à ses deux extrémités par un nucléosome bien 
positionné: le nucléosome -1 en amont, et le nucléosome +1 en aval (Yuan et al., 2005). 
Les histones de ces nucléosomes sont modifiées avec la PTM marquant les promoteurs : 
H3K4me3 (Bernstein et al., 2005). Les caractéristiques de la chromatine au niveau des 
promoteurs permettent de différencier les gènes activement transcrits de ceux qui sont 
réprimés. Les promoteurs actifs sont peu enrichis en nucléosomes (Heintzman et al., 2007; 
Thurman et al., 2012), ce qui permet le recrutement des facteurs et de la machinerie de 
transcription, de plus, les nucléosomes présents sont fortement acétylés et contiennent les 
variants H2A.Z et H3.3 (Barski et al., 2007; Bernstein et al., 2005; Goldberg et al., 2010). 
En revanche, les promoteurs silencieux seront surtout marqués par la présence de 
H3K9me3 et/ou H3K27me3 (Barski et al., 2007), H2A.Z ne sera que faiblement enrichi 
(Jin et al., 2009), cependant H3.3 peut y être présent avec H2A (Goldberg et al., 2010; Jin 
and Felsenfeld, 2007).   
Les enhancers sont des régions régulatrices distales, d’une longueur de 200-400 pb, très 
conservées (Calo and Wysocka, 2013; Heintzman et al., 2009), riches en sites de liaison de 
TF (Bulger and Groudine, 2011), et dont le rôle est de renforcer la transcription orchestrée 
par le promoteur : un enhancer seul ne peut activer la synthèse d’un ARNm (Bretschneider 
et al., 2008; Kim et al., 2010; Müller et al., 1988). Ce sont des régions fortement éloignées 
des gènes qu’elles régulent. Dans plus de la moitié des cas, un enhancer ne contrôlera pas 
l’expression du gène le plus proche, mais une cible plus lointaine, ignorant complètement 
les gènes situés entre eux (Bulger and Groudine, 2011; Hwang et al., 2013). Certains 
enhancers seront localisés jusqu’à des centaines de milliers de bases de leur gène cible, 
voire même sur un autre chromosome. La régulation de la transcription d’un gène par un 
enhancer se fait alors via des boucles dans l’ADN qui permettent son interaction avec le 
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promoteur (Williams et al., 2010). Ces boucles sont généralement maintenues par un 
complexe protéique déjà connu pour son rôle dans la cohésion des chromatides sœurs 
pendant la mitose, la cohésine (Tanaka et al., 2000; Wong and Blobel, 2008). Ensuite, la 
fonction d’un enhancer est indépendante de son orientation. En effet, lorsqu’un enhancer 
est inséré dans un plasmide en amont d’un gène rapporteur, quel que soit le sens de son 
incorporation dans le plasmide, l’enhancer est capable d’amplifier la transcription (Müller 
et al., 1988). Enfin, les enhancers seraient les éléments responsables de l’établissement du 
type cellulaire : la comparaison des éléments régulateurs de différentes lignées cellulaires 
montre que les promoteurs actifs sont largement partagés entre ces lignées, tandis que les 
enhancers actifs sont très spécifiques et donc faiblement partagés. En réalité, les enhancers 
contrôlent l’expression de gènes associés à une fonction bien déterminée (Heintzman et al., 
2009), c’est ainsi qu’ils établissent le type cellulaire. 
Certains enhancers sont capables de recruter RNAPII et les facteurs généraux de la 
transcription (Louie et al., 2003; Spicuglia et al., 2002; Szutorisz et al., 2005), permettant 
ainsi l’initiation de la transcription aux éléments distaux, et aboutissant à la production 
d’ARN non-codants bidirectionnels, appelés ARNe (Kim et al., 2010). La majorité de ces 
ARNe sont fortement transcrits, mais ne sont pas poly-adénylés, et donc moins stables 
(Kim et al., 2010). Pendant longtemps, les ARNe ont été considérés comme de simples 
reflets de l’activité transcriptionnelle d’un enhancer (Ponjavic et al., 2007; Struhl, 2007). 
En réalité, plusieurs études ont démontré que les ARNe sont essentiels au bon déroulement 
de la transcription de l’ARNm. En effet, ces ARN non-codants sont, entre autres, 
impliqués dans la formation de la boucle d’ADN permettant l’interaction entre l’enhancer 
et le promoteur et donc essentiels à l’expression du gène (Li et al., 2013).  
Les caractéristiques de la chromatine aux enhancers permettent également de différencier 
les enhancers actifs des enhancers inactifs. De manière générale, les enhancers sont 
marqués par la présence de H3K4me1, ce quel que soit leur état transcriptionnel 
(Heintzman et al., 2007). Les enhancers actifs sont définis par la présence de H3K27ac et 
de la HAT p300 (Heintzman et al., 2007, 2009), par la présence de RNAPII induisant la 
production d’ARNe (Kim et al., 2010; Louie et al., 2003), ainsi que par la présence de 
nucléosomes comprenant H2A.Z et H3.3 (Jin and Felsenfeld, 2007; Jin et al., 2009). 
L’incorporation et l’extraction de ces variants rendent les nucléosomes aux enhancers 
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extrêmement dynamiques entrainant l’ouverture ou la fermeture de la chromatine en 
fonction des différents signaux perçus par la cellule. A l’inverse, les enhancers inactifs 
sont marqués par la présence de H3K27me3 et peuvent également être encadrés par 
H3K9me3 qui sera déméthylé ou maintenu à de très bas niveaux lors de l’activation des 
gènes (Zentner et al., 2011; Zhu et al., 2012). Certains enhancers inactifs sont constitués 
d’un nucléosome de faible stabilité en leur centre, ayant incorporé les variants H2A.Z et 
H3.3, et disparaissant lors de l’activation du gène (He et al., 2010). En règle générale, les 
marques d’un enhancer inactif disparaissent en faveur des marques d’activation de la 
transcription et de l’arrivée de la polymérase lorsque la fonction de cet enhancer est 
requise. Dans une cellule où l’enhancer n’est pas actif, la présence de H3K9me3 sera 








Chez, les eucaryotes, trois ARN polymérases sont responsables de la transcription des 
différents types d’ARN présents dans une cellule, mais seule RNAPII est capable de 
synthétiser l’ARNm (Ogbourne and Antalis, 1998). RNAPII est constituée de plusieurs 
sous-unités, dont la plus large, Rpb1, comprend un CTD avec un rôle crucial pour le bon 
déroulement de la transcription. Chez l’humain, le CTD de RNAPII contient cinquante-
deux fois la répétition d’un hepta-peptide YSPTSPS, dont la phosphorylation des S par 
deux kinases, CDK7 et CDK9, permet la transition de la phase d’initiation de la 
transcription vers la phase d’élongation. Le recrutement de RNAPII au promoteur constitue 
l’étape clef de l’initiation de la transcription (Buratowski, 2009; Venters and Pugh, 2009). 
Cependant, RNAPII n’étant pas capable de reconnaitre le promoteur seule, ce processus 
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requiert des TF additionnels très conservés appelés GTF: TFIIA, B, D, E, F, et H, ayant 
chacun des fonctions spécifiques permettant la formation du PIC, dont le rôle est de 
préparer le promoteur pour la transcription. 
TFIIA et TFIIB sont impliqués dans la stabilisation du PIC d’une part en interagissant avec 
TBP, une des sous-unités de TFIID, et d’autre part, en reconnaissant certaines séquences 
promotrices dont BREu et BREd. TFIIA serait également impliqué dans la levée de la 
répression en déplaçant les potentiels co-répresseurs présents au promoteur. TFIID est un 
complexe multi-protéique comprenant TBP, interagissant avec la boite TATA, et plusieurs 
TAF aux rôles variés. Les TAF sont impliqués dans l’assemblage et la stabilisation de 
TFIID et sont également responsables de la reconnaissance du promoteur. En effet, aux 
promoteurs dépourvus de boite TATA, TBP est présente, mais ce sont les TAF qui vont 
reconnaitre les éléments du promoteur tels que le DPE,  le MTE, ou encore les PTM des 
histones telle que H3K4me3. Le rôle de TFIIE est d’ouvrir le brin d’ADN au niveau du 
promoteur et de stabiliser la structure de cette région, ainsi que de moduler l’activité kinase 
de TFIIH. TFIIF interagit avec TFIIB et place RNAPII au promoteur. Ce GTF augmente 
également l’efficacité de la transcription en suivant RNAPII pendant la phase d’élongation. 
TFIIH est aussi un complexe multi-protéique contenant entre autres, une hélicase 
dépendante de l’ATP qui ouvre le brin d’ADN en interaction avec TFIIE, et une kinase, 
CDK7, responsable de la phosphorylation de RNAPII sur la  S5 du CTD permettant 
l’initiation de la transcription (Cler et al., 2009; Orphanides et al., 1996). 
La transcription débute par la formation du PIC suivant un ordre de recrutement des GTF 
et de RNAPII bien précis (Voir Figure 1.7). Premièrement, TFIID reconnait le promoteur 
via TBP ou les TAF. TFIIA et TFIIB sont alors recrutés et vont stabiliser la liaison de 
TFIID à l’ADN. Ensuite, TFIIF couplé à RNAPII interagit avec TFIIB, permettant ainsi de 
placer et guider RNAPII au TSS. A ce moment, RNAPII est toujours incapable de 
commencer la synthèse de l’ARNm. La dernière étape de formation du PIC requiert le 
recrutement de TFIIE et TFIIH afin d’ouvrir l’ADN au niveau du promoteur, et ce, grâce à 
leur fonction hélicase. A cette étape, RNAPII peut alors commencer la synthèse des tout 
premiers liens phosphodiesters (Orphanides et al., 1996). La kinase CDK7 de TFIIH 
phosphoryle RNAPII sur la Ser5 du CTD, entrainant la dissociation de TFIIE, TFIIB, et 
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TFIIH, du complexe maintenu au promoteur. TFIIA et TFIID restent au promoteur, et 
TFIIF suivra RNAPII lors de l’élongation de la transcription (Buratowski, 2009). 
Les enhancers et les promoteurs peuvent être séparés par plusieurs milliers de paires de 
bases, voire même situés sur des chromosomes différents. Pourtant, ces deux éléments 
communiquent physiquement pendant la transcription (Williams et al., 2010). Deux 
modèles décrivant le rapprochement d’un enhancer et d’un promoteur ont été proposés. Le 
premier se base sur la grande capacité des éléments cis régulateurs à recruter des TF. Ces 
TF interagiraient les uns avec les autres, établissant et maintenant ainsi la communication 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.7 La formation du complexe de pré-initiation de la transcription  
(a) TFIID reconnait le promoteur via l’interaction de la TBP avec la boite TATA, (b) 
s’en suit le recrutement de TFIIA et TFIIB qui vont permettre sa stabilisation sur 
l’ADN. (c) TFIIF interagit avec TFIIB et guide la polymérase au promoteur. (d) Enfin, 
TFIIH et TFIIE sont recrutés et permettent la phosphorylation de RNAPII et 




entre les deux éléments. CTCF, la cohésine et le Médiateur (large complexe constitué 
d’une panoplie de sous-unités), seraient les facteurs de transcription les plus importants 
pour la formation et la maintenance de ces interactions à longue distance, dû à leur capacité 
à lier les promoteurs et les enhancers (Ing-Simmons et al., 2015; Kagey et al., 2010; 
Mifsud et al., 2015; Müeller et al., 1989; Phillips-Cremins et al., 2013). Le second modèle 
stipule que RNAPII part de l’enhancer et transcrit toutes les paires de bases séparant les 
deux éléments régulateurs, emmenant ainsi l’enhancer au promoteur (Szutorisz et al., 
2005). Actuellement, de nouvelles études suggèrent que les ARNe, et d’autres longs ARN 
non-codants, joueraient également un rôle essentiel dans l’établissement de la 
communication entre l’enhancer et le promoteur. Le mécanisme par lequel agissent ces 
ARN non-codants n'est pas encore clairement établi. Ils seraient impliqués dans le 
recrutement du médiateur et de la cohésine au niveau des éléments régulateurs des gènes 
transcrits. En absence de certains de ces ARN non-codants, les interactions enhancers-
promoteur sont perdues, inhibant l'expression de gènes (Hsieh et al., 2014; Li et al., 2013; 






















ERα est le moteur du développement des cancers du sein ER+ car il régule la transcription 
de plusieurs gènes, certains d'entre eux étant impliqués dans le cycle cellulaire, tel que 
(CCND1 (Dalvai et al., 2012)), la prolifération (XBP1 (Gomez et al., 2007)), la 
différenciation (BRCA1,  (Spillman and Bowcock, 1996)), la survie (BCL2, (Svotelis et al., 
2011)), l’invasion (LRH1, (Annicotte et al., 2005)), la formation de métastases (CXCL12, 
(Sauvé et al., 2009)) et l’angiogenèse (VEGF, (Mueller et al., 2000)). Cependant, le gène le 
plus étudié pour la compréhension des mécanismes de transcription par ERα dans le cancer 
du sein est TFF1, d’une part, à cause de sa forte induction par les œstrogènes et d’autre 
part, à cause du fort recrutement de ERα à ses éléments régulateurs. La fonction de TFF1 
dans le cancer du sein est longtemps restée nébuleuse. Cependant, une étude récente a 
démontré que TFF1 réduisait le développement des tumeurs de la glande mammaire, en 
effet, ces tumeurs sont plus nombreuses et plus larges chez des souris n’exprimant pas 
TFF1 par rapport à des souris de type sauvage (Buache et al., 2011).  
En absence d’œstrogènes, ERα est principalement nucléaire (Voir Figure 1.8). En présence 
de l’hormone, le récepteur change de conformation, se dimérise et se lie à ses ERE. 
Ensuite, la transcription des gènes cibles de ERα suit le modèle général de la transcription 
par RNAPII (décrit précédemment), et requiert donc également une interaction du 
promoteur avec les enhancers des gènes activés par l’hormone, le recrutement des GTF et 
de RNAPII. Bien que l’expression de TFF1 augmente de manière constante dans le temps, 
la liaison de tous ces facteurs au promoteur du gène n’est pas continue, mais cyclique (Voir 
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Figure 1.9). Le premier cycle ne permet pas de production d’ARNm mais prépare la 
chromatine à la transcription, entre autre par le recrutement de certains GTF et d’enzymes 
établissant les PTM des histones impliquées dans l’activation de la transcription 
(notamment l’acétylation des lysines des histones H3 et H4 et l’établissement de marque 
de méthylation associées à l’activation de la transcription). Pendant les cycles suivants, le 
recrutement de RNAPII, des derniers GTF, de ERα et de ses co-régulateurs, ainsi que 
l’incorporation du variant H2A.Z permettent la transcription effective du gène (Gévry et 
al., 2009; Métivier et al., 2003). Chaque cycle est clôturé par l’arrivée du protéasome et des 
HDAC qui vont respectivement dégrader ERα et déacétyler la chromatine, entrainant la 
perte du recrutement de RNAPII, de la machinerie de l’élongation, de H2A.Z et des co-
régulateurs de ERα (Gévry et al., 2009; Métivier et al., 2003). 
A l’enhancer, la présence des œstrogènes entraine une augmentation de l’acétylation de 
H3K27, ainsi que le recrutement de ERα et de RNAPII pour la production d’ARNe (Li et 
al., 2013). La grande majorité des sites de liaison de ERα ne se trouve pas au promoteur de 
ses gènes cibles. En effet, 80% de ces sites sont situés dans les introns et dans les régions 
intergéniques distales, tandis que seuls 9% sont localisés aux promoteurs (Joseph et al., 
2010; Welboren et al., 2009). Des interactions entre ces différents sites sont donc 
nécessaires pour activer la transcription. Par exemple, les régions régulatrices de TFF1 
contiennent plusieurs ERE, deux à environ 10kb en amont du TSS situés dans l’enhancer, 
et un au promoteur. En présence d’œstrogènes, le rapprochement de ces sites permet 
  
Figure 1.8 Localisation cellulaire de ERα 
Localisation cellulaire de ERα dans des cellules de cancer du sein (MCF7) en absence (à 
gauche) et en présence (à droite) d’œstrogènes. Quel que soit le traitement, ERα est 




leur communication, processus nécessaire à l’expression de TFF1 (Pan et al., 2008). Ces 
interactions dépendent du recrutement et de l’activité transcriptionnelle de ERα aux 
éléments régulateurs distaux, ERα étant le responsable de la transcription des ARNe 
nécessaires à l’expression des gènes codants induits par l’hormone (Voir Figure 1.10). En 
effet, ces ARNe vont permettre le recrutement de la cohésine et ainsi participer à la 
formation et au maintien des structures tridimensionnelles de la chromatine pendant la 
transcription. En absence de ces ARNe, les interactions chromatiniennes n’ont pas lieu et 




Figure 1.9 Cinétique d’activation de la transcription du gène TFF1.  
(a) Cinétique d’expression de TFF1 par RT-qPCR après un traitement aux œstrogènes 
dans des MCF7. Les expressions de l’ARN messager et de l’ARN non-processé 
augmentent de manière constante dans le temps (n=3). (b) Cinétique 
d’immunoprécipitation de la chromatine sur le promoteur de TFF1 dans des MCF7 
traitées aux œstrogènes (Perissi and Rosenfeld, 2005). Le recrutement des facteurs de 
transcription et de l’ARN polymérase II est cyclique malgré l’augmentation constante de 













Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.10 Schéma général de la transcription des gènes cibles de ERα  
En présence d’œstrogènes, ERα est recruté au niveau de ses éléments de réponse situés 
à l’enhancer et au promoteur. RNAPII transcrit des ARNe permettant le recrutement de 
la cohésine pour le maintien de la communication entre l’enhancer et le promoteur. Les 
éléments régulateurs sont hyper-acétylés et enrichis en PTM marquant les régions 








Le rôle principal de ERα dans l’activation de la transcription est de recruter toute une 
panoplie de co-régulateurs, impliqués directement ou indirectement dans le remodelage de 
la chromatine, au niveau des gènes répondants aux œstrogènes (Nilsson et al., 2001). 
L’absence ou la surexpression d’un seul de ces co-régulateurs peut entrainer une variation 
de l’expression du gène cible malgré la présence de ERα et des œstrogènes, et donc le 
développement de maladies telle que le cancer du sein (Lonard and O’Malley, 2005; 
McKenna et al., 1999; Nilsson et al., 2001). 
Les domaines AF-1 et AF-2 sont capables d’interagir avec différents co-régulateurs qui 
permettent la répression ou l’activation des gènes cibles de ERα (Heldring et al., 2007). 
Les co-répresseurs entrainent la répression de la transcription. Ils interagissent souvent 
avec le récepteur en absence de l’hormone (Hörlein et al., 1995), mais certains d’entre eux 
sont capables d’inhiber l’activation d’un gène en présence d’œstrogènes (Fernandes et al., 
2003). ERα interagit également avec des co-activateurs qui, en présence de l’hormone, 
vont permettre l’activation de la transcription de ses gènes cibles (Spears and Bartlett, 
2009). Ces co-régulateurs, qu’ils soient activateurs ou répresseurs, vont tous influencer 
l'état de condensation de la chromatine au niveau des éléments régulateurs des gènes cibles 
de ERα, que ce soit par leur fonction intrinsèque, ou par l'intermédiaire d'un partenaire 
d'interaction.  
Les co-répresseurs sont principalement recrutés en absence d'œstrogènes, ou lors d'une 
interaction de ERα avec un antagoniste tel que le TAM. Cependant, la liaison de certains 
d'entre eux dépend de la présence de l'hormone, entrainant une compétition directe avec les 
co-activateurs. Les plus couramment étudiés sont NCoR, SMRT et LCoR. NCoR et SMRT 
interagissent avec ERα via son DBD et ce indépendamment de la présence de l'hormone. 
Ces facteurs répriment la transcription en formant des complexes avec des HDAC. LCoR 
est un co-répresseur interagissant au niveau du LBD de ERα en présence d'E2, et impliqué 
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dans la répression des gènes cibles de ERα en présence de l'hormone. La répression de la 
transcription par LCoR se fait par interaction avec des HDAC ou via l'activité d'autres co-
répresseurs tels que CtBP dont le rôle est également de recruter des HDAC ou d'inactiver 
les co-activateurs. (Kumar et al., 2002; Oesterreich et al., 2000; Palijan et al., 2009).  
La famille SRC/p160 sont les co-activateurs de ERα les mieux caractérisés. Cette famille 
comprend trois membres, SRC1-3, activateurs robustes de la transcription des gènes cibles 
de ERα, ainsi, leur absence entraine de lourdes conséquences sur l'activité du récepteur. En 
présence d'œstrogènes, ces facteurs interagissent avec ERα au niveau du domaine AF-2, et 
leur fonction HAT intrinsèque leur permet d'acétyler les histones. Cependant, les SRC 
peuvent également servir de plateforme de recrutement de protéines impliquées dans le 
remodelage de la chromatine telles que d'autres HAT (CBP/p300), ou des HMT (PRMT1 
et CARM1). (Chen et al., 1997; Spencer et al., 1997).  
ERα peut également directement interagir avec des enzymes de remodelage de la 
chromatine telles que BRG1, sous-unité du complexe de remodelage de la chromatine 
appartenant à la famille Swi/Snf (Ichinose et al., 1997), MLL2, HMT ciblant H3K4 (Mo et 
al., 2006), ou également CBP/p300 (Foulds et al., 2013).  
Les ERE de ERα sont séquestrés dans la chromatine et ne sont donc pas accessible au 
récepteur. Ainsi, lors du traitement à l’hormone, la chromatine doit être un minimum 
restructurée afin de permettre la liaison de ERα. Une nouvelle classe de co-régulateurs de 
la transcription, interagissant avec ERα, a récemment été mise en évidence, dont le rôle est 
de préparer la chromatine pour la liaison du récepteur: les facteurs pionniers. Les facteurs 
pionniers sont capables de se lier à l’ADN intégré dans les nucléosomes indépendamment 
d’un signal et de provoquer l’ouverture de la chromatine sans hydrolyse d’ATP, entrainant 
ainsi la liaison subséquente d’autres TF tels que ERα (Jozwik and Carroll, 2012; Magnani 
et al., 2011a; Zaret and Carroll, 2011). Plusieurs facteurs de transcription ont été identifiés 
comme étant des facteurs pionniers : GATA3,  (Theodorou et al., 2013), PBX1, (Magnani 
et al., 2011b), TLE1, (Holmes et al., 2012), et certains Fox, dont FoxA1 (Carroll et al., 













La famille Fox comprend plus de 100 gènes dont le classement en sous-familles (FoxA-S) 
dépend de l’homologie des protéines au niveau de leur domaine de liaison à l’ADN. Ces 
facteurs sont souvent impliqués dans la carcinogénèse (Katoh et al., 2013). La fonction des 
protéines de la famille FoxA est critique dans de nombreux processus pendant la vie 
périnatale et le développement, ainsi que dans différents cancers dont le cancer du sein 
(Friedman and Kaestner, 2006; Kaestner, 2000). 
FoxA1 est constitué d’un DBD central « hélice tour hélice » de 110 acides aminés environ, 
permettant la stabilité de la liaison du facteur à la chromatine, et contenant le domaine de 
localisation nucléaire. Sur l’ADN, le DBD reconnait le motif forkhead, FKH, de séquence 
TGTTTNCT (Friedman and Kaestner, 2006; Kaestner, 2000). La ressemblance générale de 
l’architecture de FoxA1 avec celle de l’histone linker H1 (Clark et al., 1993), ainsi que la 
capacité de ce facteur à interagir avec H3 et H4 (Cirillo et al., 2002), lui permettrait de 
remplacer H1 à la chromatine, entrainant la décondensation de la chromatine. En effet, 
FoxA1 est dépourvu des acides aminés basiques constituant H1 et impliqués dans la 
compaction de l’ADN (Cirillo et al., 1998). Ainsi, FoxA1 serait capable de remodeler la 









Pour être un facteur pionnier de ERα, FoxA1 doit nécessairement répondre à trois critères : 
il doit être impliqué dans la régulation de la transcription des gènes cibles de ERα, il doit 
être un des premiers TF à se lier à l’ADN, et il doit être capable de remodeler la 
chromatine autour des sites de liaison de ERα (Zaret and Carroll, 2011).  
Deux études ont démontré que FoxA1 est fortement impliqué dans la régulation de la 
transcription des gènes cibles de ERα dans des cellules de cancer du sein (lignée MCF7). 
Ces études, basées sur le séquençage à haut débit des sites de liaison de ERα, démontrent 
que les ERE palindromiques et les demi-sites sont très souvent situés à proximité d’un site 
FKH. En effet, à travers le génome des MCF7, les FKH et les ERE partagent environ 12% 
des promoteurs et 48% des régions régulatrices distales des gènes cibles de ERα. La 
 
Figure 1.11 FoxA1 est impliqué dans la transcription des gènes cibles de ERα 
(a) FoxA1 partage environ la moitié des sites de liaison de ERα (Carroll et al., 2005). (b) 
Effets de l’absence de FoxA1 sur l’expression de TFF1, gène qui recrute FoxA1, et STS, 
gène qui ne recrute pas FoxA1 (Laganière et al., 2005). (c) Effets de l’absence de FoxA1 




diminution de l’expression de FoxA1 (élimination par des petits ARN interférants) affecte 
la transcription d’environ 95% des gènes cibles de ERα (Voir Figure 1.11), suggérant que 
le rôle primordial de FoxA1 dans le cancer du sein est de faciliter la transcription 
orchestrée par ERα (Carroll et al., 2005; Laganière et al., 2005).  
Ensuite, ces études démontrent également que FoxA1 est un des premiers TF à se lier à 
l’ADN. En effet, seul, ERα est capable de fixer l’ADN libre, c’est-à-dire non compris dans 
la chromatine, cependant, pour reconnaitre ses ERE imbriqués dans les nucléosomes, ERα 
a absolument besoin de la liaison préalable de FoxA1 (Hurtado et al., 2011). Les 
expériences ChIP ont montré que FoxA1 était recruté aux éléments régulateurs des gènes 
cibles de ERα indépendamment de la présence des œstrogènes (Voir Figure 1.12). La 
diminution de l’expression de FoxA1 entraine une perte de la liaison de ERα au promoteur 
de TFF1 et à l’échelle du génome (Carroll et al., 2005; Laganière et al., 2005).  
Enfin, FoxA1 est capable de remodeler la chromatine autour des sites de liaison de ERα. 
Cette capacité de FoxA1 a d’abord été démontrée in vitro, par une expérience d’empreinte 
sur l’ADN. La mise en contact de FoxA1 avec des matrices de nucléosomes entraine 
l’apparition de nouvelles bandes de digestion de l’ADN (sur un gel d’agarose) en présence 
de la DNAseI ou d’enzymes de restriction (Cirillo et al., 2002). Ceci a également été 
 
Figure 1.12 FoxA1 est recruté à la chromatine avant le traitement aux œstrogènes 
Figures de Carroll et al. 2005 (a) et Laganière et al. 2005 (b), deux études distinctes 
démontrant qu’aux éléments régulateurs de plusieurs gènes cibles de ERα, FoxA1 est 




démontré in vivo, dans des MCF7 par une expérience de FAIRE, méthode permettant de 
mettre en évidence les régions génomiques dépourvues de nucléosomes et donc accessibles 
aux facteurs de transcription. En absence de FoxA1, l’accessibilité de l’ADN diminue 
autour des TSS (Voir Figure 1.13), suggérant que ce facteur est impliqué dans le 
positionnement des nucléosomes au niveau des éléments régulateurs (Hurtado et al., 2011). 
Tous les sites FKH retrouvés dans le génome ne sont pas nécessairement liés par FoxA1. 
D’une part, FoxA1 est surtout présent aux FKH situés dans des régions enrichies en 
H3K4me1/2. Cette PTM étant une marque des éléments régulateurs distaux, FoxA1 est 
bien plus présent aux enhancers qu’aux promoteurs (Lupien et al., 2008). D’autre part, la 
présence de H2A.Z au niveau des enhancers serait requise pour le recrutement de FoxA1 à 
la chromatine (Gévry et al., 2009). Ainsi, une manière plus appropriée de décrire 
l’activation de la transcription des gènes cibles de ERα serait qu’avant l’induction à 
l’hormone, FoxA1 est présent à la chromatine au niveau des enhancers marqués par  
 
Figure 1.13 FoxA1 est capable de repositionner les nucléosomes 
(a) Profile de digestion par la DNAseI d’une matrice de nucléosomes, en absence ou en 
présence de FoxA1 (HNF3, Hepatocyte Nuclear Factor 3) (Cirillo et al., 2002) (b) Profile 
de FAIRE aux TSS de gènes répondants aux œstrogènes en présence (siControl) ou en 
absence (siFoxA1) de FoxA1. En absence de FoxA1, la chromatine est moins accessible 







Figure par Maïka Jangal 
Figure 1.14 Activation de la transcription des gènes cibles de ERα  
En absence d’œstrogènes, FoxA1 et H2A.Z sont présents à l’enhancer, attendant un signal 
de remodelage de la chromatine pour libérer les ERE de ERα. En présence d’œstrogènes, 
FoxA1 permet l’ouverture de la chromatine et H2A.Z passe au promoteur, permettant ainsi 




la présence de H3K4me1/2 ainsi que par la présence de H2A.Z. Lors d’un traitement aux 
œstrogènes, H2A.Z est transféré au promoteur, et FoxA1 décondense partiellement la 
chromatine autour des sites de liaison de ERα, permettant le recrutement du récepteur et de 
ses co-activateurs (Gévry et al., 2009). S’en suivra alors la production d’ARNe qui 
permettront l’interaction entre l’enhancer et le promoteur (Li et al., 2013), probablement 
via le recrutement de la cohésine, aboutissant ainsi à la transcription de l’ARNm (Voir 








FoxA1, étant directement impliqué dans l’expression des gènes cibles de ERα, joue donc 
un rôle primordial dans le développement et l’évolution des cancers du sein ER+.  
FoxA1 joue un rôle essentiel dans la prolifération en contrôlant l’expression de gènes tels 
que p21 et CCND1, régulateurs importants du cycle cellulaire (Bianco et al., 2015; 
Eeckhoute et al., 2006). Ainsi, la perte de FoxA1 dans des cellules cancéreuses induit une 
diminution de la croissance tumorale due à une inhibition de la progression du cycle 
cellulaire (Laganière et al., 2005). Également, les SNP entrainent le développement de 
maladies variées car ils affectent la liaison de TF et l’activité des enhancers. Les SNP 
associés au cancer du sein sont principalement enrichis dans les cistromes (ensemble de 
sites de liaison d’un facteur de transcription) de ERα et FoxA1 (Cowper-Sal lari et al., 




De plus, FoxA1 est également impliqué dans la résistance aux thérapies endocriniennes. 
Dans les cancers exprimant ERα, l’expression de FoxA1 est un bon pronostique (Hu et al., 
2014; Mehta et al., 2012), l’absence de ce facteur entrainant une augmentation de la 
migration et de l’invasion cellulaire (Bernardo et al., 2013). Cependant, lorsque les cancers 
ER+ deviennent résistants aux anti-œstrogènes, l’expression de FoxA1 devient un mauvais 
pronostique. En effet, les sites de liaison de FoxA1 dans des cellules insensibles au TAM 
diffèrent par rapport à des cellules répondant au TAM, entrainant donc une modification du 
cistrome de ERα (Hurtado et al., 2011). Ainsi, dans le contexte de résistance aux anti-
œstrogènes, FoxA1 reste un des facteurs responsables de l’activité de ERα.  
La voie de signalisation du facteur de croissance EGF est également impliquée dans la 
résistance endocrinienne, et ce, toujours via l'activité de FoxA1. A la membrane cellulaire, 
EGF est reconnu par les récepteurs de la famille HER. Cette famille contient quatre 
membres transmembranaires (HER1-4), dont le LBD est extracellulaire et le domaine 
tyrosine-kinase est intracellulaire. Ces récepteurs agissent à la membrane en homo- ou 
hétéro-dimères, HER2 devenant le partenaire d’interaction préférentiel lorsqu’il est 
surexprimé dans les cancers (Yarden and Sliwkowski, 2001). HER2 ne contient pas de 
domaine de reconnaissance de ligand, il est donc activé par EGF lorsqu'il s'hétérodimérise 
avec un autre HER. En absence d’œstrogènes, l’activité de HER2 induite par son 
interaction avec un HER-EGF, induit une cascade de phosphorylation via PI3K/AKT et les 
MAPK entrainant la phosphorylation de ERα au niveau de son domaine AF-1 et donc son 
activité indépendamment de la présence des œstrogènes. Bien que les sites de liaison de 
ERα lors d'un traitement par EGF ne sont pas les mêmes que ceux observés en présence 
d'œstrogènes, ces sites sont toujours enrichis en motifs FKH, et FoxA1 reste un partenaire 
essentiel pour la liaison de ERα. De plus, FoxA1 est 2.5 fois plus exprimé dans les cellules 
enrichies en HER2, récepteur transmembranaire pouvant être activé en présence de EGF 
(Naderi et al., 2012), démontrant l’importance de ce facteur pionnier dans l’activité des 
cellules répondant à EGF.  
La méthylation de H3K4 déterminant le cistrome de FoxA1, les HMT/HDM de ce résidu 
régulent la liaison de FoxA1 à l’ADN (Lupien et al., 2008). ERα interagit directement avec 
plusieurs HMT et HDM ciblant H3K4, notamment KDM5A (Chan and Hong, 2001), 
surexprimée dans le cancer du sein (Hou et al., 2012). 
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Les différents niveaux de méthylation de H3K4 jouent des rôles variés sur la régulation de 
la transcription. Cette PTM est utilisée dans l’identification des promoteurs et enhancers, 
H3K4me1 étant principalement enrichi aux enhancers et H3K4me3 aux promoteurs, le 
ratio entre ces deux niveaux de méthylation aide à distinguer ces deux éléments régulateurs 
(Heintzman et al., 2007). H3K4me1 est également impliqué dans la mémoire 
transcriptionnelle aux enhancers (Ostuni et al., 2013), et dans la répression de la 
transcription aux promoteurs de certains gènes en absence de signal d’expression (Cheng et 
al., 2014). H3K4me2 est souvent associé soit à H3K4me1 au niveau des enhancers, soit à 
H3K4me3 aux promoteurs (He et al., 2010), où cette PTM sert de site de reconnaissance 
pour des complexes munis de PHD, ou de chromodomaines, ou pour certains facteurs 
pionniers (Cheng et al., 2014; Lupien et al., 2008; Magnani et al., 2011b; Shi et al., 2006). 
Quant à H3K4me3, cette PTM a longtemps été considérée comme une marque des gènes 
activement transcrits. En effet, sur l’ADN, 91% des régions recrutant RNAPII démontrent 
également un fort enrichissement en H3K4me3 (Barski et al., 2007). De plus, cette PTM 
est largement associée avec les TSS de gènes activement transcrits où son abondance 
corrèle avec une transcription effective, ainsi qu’avec l’acétylation de H3 (H3K9ac et 
H3K14ac), et la présence de RNAPII phosphorylée sur la S5 (Barski et al., 2007; Bernstein 
et al., 2005). Également, la présence de H3K4me3 est importante pour la formation du 
PIC, cette marque étant reconnue par le domaine PHD de la sous-unité TAF3 du complexe 
TFIID (Vermeulen et al., 2007), et donc pour la liaison de RNAPII au promoteur. Ensuite, 
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H3K4me3 est reconnu par différents complexes de remodelage de la chromatine 
dépendants de l’ATP tels que NURF ou CHD1, étant respectivement impliqués dans 
l’ouverture de la chromatine au promoteur (Wysocka et al., 2006), et dans l’élongation de 
la transcription en retirant la barrière créée par le nucléosome +1 (Skene et al., 2014). Et 
enfin, H3K4me3 permet le recrutement de la machinerie d’épissage de l’ARN messager 
(Sims et al., 2007). Ainsi, de manière générale, H3K4me3 est largement impliqué dans 
l’organisation des premiers événements qui permettent la production d’un ARNm. 
Cependant, H3K4me3 n’est pas exclusivement une PTM marquant les régions activement 
transcrites : elle désigne les promoteurs bivalents, et 59% des promoteurs inactifs seraient 
enrichis en H3K4me3 (Barski et al., 2007), suggérant que cette PTM pourrait jouer un rôle 
dans la répression de la transcription. En effet, H3K4me3 serait reconnue par des protéines 
interagissant avec des HDAC. Chez l’humain, la famille de protéines ING contient un 
domaine PHD capable de reconnaitre H3K4me2/3 au niveau des gènes activement 
transcrits. ING1 et 2 interagissent avec H3K4me3 et y recrutent le complexe Sin3A-
HDAC1 qui permet la répression de la transcription (Cheng et al., 2014; Shi et al., 2006). 
La transcription cryptique, transcription qui ne débute pas au niveau d’un promoteur, n’est 
pas très courante chez l’humain par rapport à d’autres organismes tels que la levure, 
cependant, l’absence de KDM1B, une déméthylase de H3K4me1/2 qui régule 
spécifiquement la méthylation de H3K4 dans les régions intragéniques, entraine un 
enrichissement de H3K4me2 dans le corps des gènes et une diminution de la transcription 
des ARNm (Fang et al., 2010), suggérant que H3K4me2/3 soit impliqué dans la fidélité du 
promoteur et du TSS afin d’éviter la transcription cryptique chez les eucaryotes 
pluricellulaires.  
Les multiples rôles de H3K4me3 en font un régulateur crucial de la transcription. La 
présence de cette marque étant primordiale pour l’intégration des différents signaux perçus 
par la cellule, l’établissement et l’éviction de cette PTM sont très étroitement régulés par 










La famille KDM5 appartient à la grande famille des protéines JmjC contenant environ 30 
membres, parmi lesquels 18 sont des HDM ciblant la mono-, di- ou la tri-méthylation des 
histones, les KDM5 ciblant spécifiquement H3K4me2 et H3K4me3, produisant ainsi 
H3K4me1 (Rasmussen and Staller, 2014), ayant un rôle dans la répression de la 
transcription au promoteur (Cheng et al., 2014). Les KDM5 interagissent aussi avec le 
complexe REST (Tahiliani et al., 2007), des HDAC (Hayakawa et al., 2007; Klein et al., 
2014; Tahiliani et al., 2007), et des HMT qui établissent des marques épigénétiques de 
répression telle que KMT1C, HMT de H3K9 (Chaturvedi et al., 2012; Tahiliani et al., 
2007), ou KMT6A, HMT de H3K27 (Pasini et al., 2008), ces HDM sont donc considérées 
comme des répresseurs de la transcription. 
La famille KDM5 contient quatre membres, KDM5A-D ayant une forte homologie de 
séquence et d’organisation. Ces protéines sont constituées d’un domaine JmjN dont la 
fonction est couplée à celle du domaine JmjC pour la déméthylation de H3K4, d’un 
domaine ARID qui lie les régions de l’ADN riches en AT, de 2 - 3 domaines PHD 
reconnaissant les histones méthylées, et d’un domaine C5H2 doigt de zinc permettant de 
lier l’ADN (Rasmussen and Staller, 2014). Les KDM5 utiliseraient leurs différents PHD 
pour reconnaitre et déméthyler leur substrat. Ainsi, pour KDM5A et B, le PHD1, dont le 
degré d’homologie est élevé entre les deux protéines, stimulerait l’activité de 
déméthylation et servirait à reconnaitre H3K4 non méthylé afin de lier le nucléosome sur 
lequel elles viennent d’agir et de déméthyler celui d’à côté, permettant ainsi une 
localisation étroite de la-tri méthylation de H3K4 au promoteur, afin de recruter RNAPII et 
ses GTF au TSS pour commencer la transcription au bon endroit (Klein et al., 2014; Torres 
et al., 2015).  
Le rôle de KDM5A dans la régulation de la transcription, se joue en partie en interaction 
avec MRG15, complexe responsable de la régulation des niveaux d’acétylation de la 
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chromatine dans le corps des gènes pendant l’élongation de la transcription. En effet, 
lorsqu’elle synthétise l’ARNm, RNAPII est accompagnée de multiples protéines 
établissant des PTM sur les nucléosomes compris dans le corps des gènes, entrainant 
l’acétylation et la méthylation intragénique de la chromatine (Buratowski, 2009; Fuchs et 
al., 2012; Hayakawa et al., 2007; Millar et al., 2006). Cependant, l’établissement de ces 
PTM ne doit être que transitoire. MRG15 est présent aux mêmes régions que RNAPII 
hyper-phosphorylée, et reconnait probablement H3K4me3 et H3K36me3 grâce à ses 
chromodomaines, ainsi, pendant l’élongation de la transcription, son interaction avec des 
HDAC permet la déacétylation de la chromatine intragénique, et son association avec 
KDM5A entraine la déméthylation de H3K4 dans le corps des gènes (Hayakawa et al., 
2007). 
De par son rôle sur la déméthylation de H3K4me2/3 et donc dans la régulation de la 
transcription, KDM5A est impliquée dans de nombreux cancers. En effet, dans le cancer de 
l’œsophage squameux, l’activité de KDM5A entraine la transition épithélio-
mésenchymateuse en réprimant l’expression de la E-cadhérine (Liang et al., 2015). 
KDM5A est également critique pour la formation de métastases dans les cancers du sein et 
du poumon, sa perte supprimant la formation de tumeurs dans les souris (Cao et al., 2014; 
Teng et al., 2013). Dans le cancer du sein plus spécifiquement, la surexpression de 








Bien qu’ERα soit le principal moteur du développement des cancers du sein ER+, ce 
facteur nécessite la présence de co-régulateurs pour mener à bien la transcription de ses 
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gènes cibles. Ainsi notre objectif est d’étudier les mécanismes d’action des co-régulateurs 
de ERα, FoxA1 et KDM5A, dans l’activation de la transcription des gènes cibles de ce 








FoxA1 est un facteur pionnier présent à la chromatine indépendamment d’un signal 
d’activation de la transcription (Carroll et al., 2005; Laganière et al., 2005), et pourrait 
donc remodeler les nucléosomes au niveau des sites de liaison de ERα en absence 
d’hormone, permettant alors le recrutement de ERα et l’activation inappropriée de ses 
gènes cibles. Ainsi, en absence d’œstrogènes, FoxA1 interagit probablement avec des 
répresseurs pour inhiber son activité sur la chromatine. En C-terminal, FoxA1 arbore un 
domaine de liaison avec les protéines TLE (Nakshatri and Badve, 2009), famille de co-
facteurs reconnus pour leur rôle de co-répresseurs.  
Les TLE constituent une famille de co-répresseurs transcriptionnels dépourvus de DBD, et 
donc recrutés par une grande variété de TF, et impliqués dans de multiples voies de 
signalisation qui gouvernent le développement et la tumorigénèse (Chen and Courey, 2000; 
Jennings and Ish-Horowicz, 2008). Chez l’humain cette famille comprend six protéines : 
quatre d’entre elles, appelées les grands TLE, sont complètes (TLE1 - 4), c’est-à-dire 
qu’elles sont constituées de tous les domaines définissant ces protéines, les deux autres, 
AES/TLE5 et TLE6, sont des versions plus courtes dans lesquelles il manque 
respectivement le domaine C-terminal ou le domaine N-terminal (Jennings and Ish-
Horowicz, 2008). Les grands TLE subissent également l’épissage alternatif, résultant en 
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l’expression de plusieurs formes tronquées qui peuvent également agir en dominants 
négatifs (Nakaya et al., 2007).  
La famille TLE est caractérisée par plusieurs domaines (de N-terminal vers C-terminal) : 
un domaine riche en glutamine (polyQ) impliqué dans l’oligomérisation des TLE, une 
région riche en glycines et en prolines contenant des sites de phosphorylation (domaine 
CcN), une séquence de localisation nucléaire, un domaine riche en sérines et en prolines, et 
un domaine constitué de répétitions WD40. Les régions conservées entre chaque membre 
sont les domaines polyQ en N-terminal et les répétitions WD40 en C-terminal. Les régions 
centrales (région riche en proline, localisation nucléaire et région riche en sérines) varient 
entre les TLE, mais l’organisation générale de la protéine est conservée (Chen and Courey, 
2000; Cinnamon and Paroush, 2008; Jennings and Ish-Horowicz, 2008).  
Les TLE fonctionnent en homo- ou hétéro-tétramères, en interagissant via leur domaine 
polyQ. Cette oligomérisation permet leur recrutement au niveau de plusieurs nucléosomes 
et serait nécessaire à l’étalement de la répression sur de larges domaines de la chromatine 
(Cinnamon and Paroush, 2008). Lorsque l’hétéro-tétramère contient un AES, son effet 
dominant négatif inhibera la fonction de répression du complexe (Beagle and Johnson, 
2010; Dastidar et al., 2012). N’ayant pas de DBD, les TLE ne se lient pas directement à 
l’ADN, mais sont recrutés par d’autres facteurs de transcription pour réprimer la 
transcription, dont FoxA1 (Cavallo et al., 1998; Nakshatri and Badve, 2009; Paroush et al., 
1994; Ren et al., 1999).  
In vivo, dans les cellules embryonnaires de carcinome murin (lignée P19), l’interaction de 
Grg3 (homologue de TLE3) avec FoxA1 inhibe l’expression de Nanog, en entrainant la 
déacétylation de H3K9, la méthylation de H3K27 et la déméthylation de H3K4me3 (Chen 
et al., 2014). Dans des hépatocytes murins également, le domaine N-terminal de 
Grg3 reconnait le domaine C-terminal de FoxA1. Ainsi, FoxA1 serait capable de guider 
Grg3 à la chromatine. Des matrices de nucléosomes ont été mises en contact avec Grg3, 
FoxA1 ou les deux facteurs en même temps, afin d’évaluer les conséquences de 
l’interaction des facteurs sur la chromatine (Voir Figure 1.15). Seul, Grg3 n’a aucun 
impact sur la matrice et la présence de FoxA1 déplace les nucléosomes pour libérer 
l’ADN. En revanche, l’association de ces deux facteurs protège l’ADN de la digestion par 
la DNAseI, suggérant que la chromatine est plus compacte qu’en leur absence (Sekiya and 
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Zaret, 2007). De plus, chez l’humain, le gène RELB est activé en présence de FoxA1, 
cependant, lorsque TLE3 est recruté au niveau des sites de liaison de FoxA1, ce gène est 
moins fortement induit (Naderi et al., 2012). Ces études démontrent ainsi les effets négatifs 
de TLE3/Grg3 sur l’activité de FoxA1.  
Les TLE interagissant avec des facteurs de transcription variés, sont également impliqués 
dans le développement de plusieurs cancers (Jennings and Ish-Horowicz, 2008). TLE3 est 
un inhibiteur de la voie de signalisation Wnt, en entrant en compétition avec la β-cat 
(Daniels and Weis, 2005), effecteur cytoplasmique permettant l’induction de l’expression 
 
Figure 1.15 Grg3 et FoxA1 repositionnent les nucléosomes 
Essais d’empreinte d’ADN in vitro. Les matrices de nucléosomes sont mises en contacts 
avec des concentrations croissantes de DNAseI seule (puits 2 et 3), de DNAseI et Grg3 
(puits 4 - 7), de DNAseI et FoxA1 (puits 8 et 9), ou de DNAse I, Grg3 et FoxA1 (puits 10 
- 13). Seule ou couplée à Grg3, la DNAseI donne un profil de digestion identique. En 
présence de FoxA1, le repositionnement des nucléosomes permet une meilleure 
accessibilité de la matrice par la DNAseI. En revanche, en présence de FoxA1 et Grg3, les 
nucléosomes protègent l’ADN et inhibent la dégradation de la matrice par la DNAseI 




des gènes cibles de cette voie. La signalisation Wnt est importante pendant le 
développement, mais dérégulée dans plusieurs cancers (Hu et al., 2011; Lee et al., 2013; 
Shah et al., 2015; Zhao et al., 2015). En thérapie, le niveau d’expression de TLE3 
permettrait de déterminer la sensibilité des cellules de tumeurs ovariennes et mammaires 
aux taxanes (Kulkarni et al., 2009; Samimi et al., 2012; Susini et al., 2014). Les taxanes 
sont des drogues utilisées en chimiothérapie qui affectent la fonction des microtubules, et 
donc le cycle cellulaire. Les taxanes stabilisent les microtubules, induisant un blocage dans 
la phase G2/M du cycle cellulaire, ainsi que le transit entre le cytoplasme et le noyau, 
entrainant alors l’apoptose des cellules tumorales (Darshan et al., 2011; Jordan et al., 
1996). Également, dans le cancer du sein, l’expression de TLE3 serait associée à un 
meilleur temps de rémission après un traitement au TAM ou aux taxanes. En effet, deux 
études sur des tumeurs provenant de patientes traitées au TAM ou aux taxanes ont 
démontré que la présence de TLE3 était associée à une meilleure PFS et une meilleure DFI 
(van Agthoven et al., 2009; Kulkarni et al., 2009). 
Dû à son rôle dans des cancers variés et à son activité sur FoxA1, notre hypothèse 
propose que dans la lignée modèle de cancer du sein ER+, les MCF7, en absence 
d’œstrogènes, TLE3 est recruté à l’ADN par FoxA1 afin d’empêcher l’ouverture de la 
chromatine autour des sites de liaison de ERα et donc d’inhiber l’activation de la 








Les premiers traitements anticancéreux administrés aux patients ayant développé un cancer 
du sein ER+, consistent à bloquer l’action des œstrogènes par deux approches 
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antihormonales supprimant l’activation de ERα : des inhibiteurs de l’aromatase, et des anti-
œstrogènes. Ces thérapies antihormonales augmentent le temps de rechute, et la survie de 
15 ans ((EBCTCG), 2005). L’aromatase est une enzyme impliquée dans la biosynthèse des 
œstrogènes. Ainsi, les tumeurs de cancer du sein expriment fortement cette enzyme afin de 
produire l’hormone localement. Bloquer l’activité de l’aromatase entraine une inhibition de 
la biosynthèse des œstrogènes et une inactivation de ERα dans les tumeurs de cancer du 
sein ER+ (Chen et al., 2008). Certains SERM entrainent la dégradation du récepteur ou le 
forcent à interagir avec des co-répresseurs tels que NCoR et SMRT, plutôt qu'avec des co-
activateurs de la famille SRC/p160, entrainant également une perte de fonction de ERα 
dans les tumeurs (Nicholson et al., 1995; Shiau et al., 1998; Smith et al., 1997). 
Les anti-œstrogènes diminuent la progression des tumeurs de cancer du sein, mais la 
réponse aux thérapies hormonales n’est que transitoire et n’empêche pas les rechutes. La 
résistance aux anti-œstrogènes peut être développée suite à la dérégulation de l’expression 
de ERα, ou à des mutations touchant le récepteur. Deux mutations ont été principalement 
retrouvées chez les patientes traitées aux anti-œstrogènes: Y537S et D538G. Lorsque ERα 
présente l'une de ces mutations, il adopte une conformation active, lui permettant 
d'interagir avec SRC3 et d'activer l'expression de ses gènes cibles indépendamment de la 
présence des œstrogènes (Jeselsohn et al., 2015). Cependant, ces phénomènes sont 
faiblement observés in vivo (20% des cancers résistants de novo). De plus, certaines études 
démontrent que dans des cellules résistantes, le récepteur peut être exprimé et actif, sans 
arborer de mutation ni d’augmentation du nombre de copie de son gène (Green and 
Carroll, 2007; Musgrove and Sutherland, 2009; Riggins et al., 2007; Ring and Dowsett, 
2004). Ainsi, la résistance ne provient pas forcément de la perte ou de l’amplification de la 
fonction de ERα. Dans ces cas-là, les fluctuations dans l’activité des co-régulateurs de ERα 
seraient responsables de la progression du cancer du sein et pourraient faciliter la 
résistance aux thérapies endocriniennes, suggérant que le remodelage de la chromatine 
n’est plus approprié (Barneda-Zahonero and Parra, 2012; Hou et al., 2012; Iyer et al., 
2004; Kim et al., 2014; Shah et al., 2012). Ainsi, cibler les enzymes impliquées dans la 
préparation de la chromatine pour la transcription serait un bon moyen thérapeutique. 
Cette approche est prometteuse et déjà cliniquement testée. En effet, des inhibiteurs de 
HDAC sont employés pour traiter des patients qui ont préalablement bénéficié 
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d’inhibiteurs d’aromatase et de TAM, mais qui rechutent néanmoins (Renoir et al., 2013; 
Somech et al., 2004). Les inhibiteurs de HDAC augmentent l’activité cytotoxique du 
TAM, conduisant à la mort cellulaire par apoptose (Raha et al., 2015). ERα interagit avec 
de nombreuses HAT/HMT ainsi qu’avec des HDAC/HDM et des facteurs qui régulent sa 
liaison à l’ADN (Barneda-Zahonero and Parra, 2012; Hou et al., 2012; Iyer et al., 2004; 
Kim et al., 2014; Shah et al., 2012), ainsi, les HMT et HDM pourraient également être de 
bonnes cibles thérapeutiques. D’ailleurs, l’utilisation d’inhibiteurs de HDM parait 
encourageante pour combattre les cancers (Heinemann et al., 2014; Kruidenier et al., 
2012). Nous avons donc décidé d’étudier le rôle de KDM5A dans le cancer du sein, où 
cette HDM est surexprimée (Hou et al., 2012).  
KDM5A est un co-répresseur bien connu : en effet, pour réprimer ses gènes cibles cette 
HDM peut interagir avec KMT1C (Chaturvedi et al., 2012), avec le complexe polycomb 
PRC2 (Pasini et al., 2008), ainsi qu’avec des HDAC (Hayakawa et al., 2007; Klein et al., 
2014; Tahiliani et al., 2007). Toutefois, dans le cas du cancer du sein, l’interaction de 
KDM5A avec ERα permet l’activation de la transcription des gènes cibles du récepteur en 
présence des œstrogènes (Chan and Hong, 2001). Notre hypothèse propose que malgré 
son rôle de répresseur bien ancré dans la littérature, KDM5A se révèlerait être un 
activateur de la transcription pour les gènes cibles de ERα dans la lignée modèle de 
cancer du sein, les MCF7, et notre objectif est de comprendre par quel mécanisme 











CHAPITRE 2  
INHIBITION DE L’EXPRESSION BASALE DE CERTAINS  










Dû à la présence des nucléosomes sur l’ADN, la chromatine joue naturellement un rôle 
répressif sur la transcription. FoxA1 est un facteur pionnier qui lie l’ADN au niveau de la 
chromatine condensée, et permet son ouverture partielle pour la liaison de TF afin d’activer 
la transcription. FoxA1 est présent à plus de 50% des sites de liaison de ERα avant 
stimulation par l’hormone, et joue un rôle crucial dans l’activation de la transcription des 
gènes cibles de ce récepteur. Ainsi, la liaison de FoxA1 à l’ADN indépendamment d’un 
signal pourrait entrainer le remodelage de la chromatine au niveau des ERE, permettre la 
liaison de ERα, et l’activation fortuite des gènes cibles du récepteur. Cependant, ce 
phénomène n’est pas observé, en absence de l’hormone, ERα n’est présent qu’à très peu de 
ses sites malgré la présence de FoxA1 à la chromatine. Une question se pose alors : 
pourquoi ERα ne se lie-t-il pas à ses ERE indépendamment de son ligand?  
Les PTM des histones constituent également une barrière à l’activation de la transcription 
en absence de signal. En effet, une étude a démontré que l’induction de l’expression des 
gènes par ERα pouvait avoir lieu en absence de l’hormone, dû à l’activité inappropriée des 
enzymes responsables de l’établissement des modifications post-traductionnelles des 
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histones, démontrant ainsi le rôle important des PTM dans la régulation de la transcription 
des gènes cibles de ERα.  
Ainsi, nous avons supposé qu’en absence d’œstrogènes, FoxA1 est accompagné de co-
répresseurs qui empêchent son activité de remodelage de la chromatine en altérant les PTM 
des histones. FoxA1 contient un domaine d’interaction avec une famille de co-répresseurs 
interagissant avec des HDAC, les TLE, et chez la souris, l’interaction de Grg3 (homologue 
de TLE3) avec FoxA1 inhibe l’ouverture de la chromatine. Dans notre étude, nous avons 
démontré que dans une lignée cellulaire de cancer du sein ER+, les MCF7, TLE3 
interagissait avec FoxA1 et qu’en absence de TLE3, l’expression basale des gènes cibles 
de ERα est amplifiée, dû à une augmentation du recrutement de ERα, de RNAPII et de 
l’acétylation des histones. L’interaction de TLE3 avec FoxA1 à la chromatine entraine le 
recrutement de HDAC2, permettant la déacétylation de la chromatine et l’inhibition de la 
transcription en absence de signal. 
 
Ce manuscrit a été publié dans la revue NAR (Nucleic Acid Research) en septembre 2014. 
La conception a été réalisée par le Dr Nicolas Gévry et moi-même. J’ai effectué les 
expériences et les analyses présentées dans ce document avec l’aide de Stéphanie Bianco et 
Hisham Mohammed (réalisation des librairies de ChIP-seq), Luca Magnani (utilisation 
d’Oncomine pour la figure, Figure S1A) et Nicolas Gévry (superviseur). J’ai rédigé le 
manuscrit, corrigé par Jean-Philippe Couture, Stéphanie Bianco et Nicolas Gévry. Ce 
travail a permis d'apporter de nouvelles connaissances sur la régulation de la transcription 
des gènes cibles de ERα en absence d'œstrogènes, démontrant l'importance de la 
chromatine dans l'établissement d'une réponse à un ligand. 
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Chromatin constitutes a repressive barrier to the process of ligand-dependent 
transcriptional activity of nuclear receptors. Nucleosomes prevent the binding of estrogen 
receptor α (ERα) in absence of ligand and thus represent an important level of 
transcriptional regulation. Here, we show that in breast cancer MCF-7 cells, TLE3, a co-
repressor of the Groucho/Grg/TLE family, interacts with FoxA1 and is detected at 
regulatory elements of ERα target genes in absence of estrogen. As a result, the chromatin 
is maintained in a basal state of acetylation, thus preventing ligand-independent activation 
of transcription. In absence of TLE3, the basal expression of ERα target genes induced by 
E2 is increased. At the TFF1 gene, the recruitment of TLE3 to the chromatin is FoxA1-
dependent and prevents ERα and RNA polymerase II recruitment to TFF1 gene regulatory 
elements. Moreover, the interaction of TLE3 with HDAC2 results in the maintenance of 
acetylation at a basal level. We also provide evidence that TLE3 is recruited at several 
other regulatory elements of ERα target genes and is probably an important co-regulator of 
the E2 signaling pathway. In sum, our results describe a mechanism by which TLE3 affects 
ligand dependency in ERα regulated gene expression via its binding restricting function 













                Estrogen is the ligand for the nuclear receptor Estrogen Receptor alpha (ERα) 
and is implicated in various pathologies such as osteoporosis and breast, ovarian and 
endometrial cancers (Nilsson et al., 2001). Upon its induction by estrogen, ERα binds to 
DNA regulatory elements and activates or represses its target genes expression (Heldring 
et al., 2007). To prevent inappropriate transcription events, ERα activity is tightly 
regulated by several mechanisms among which chromatin and co-factors binding play 
crucial roles. 
 Chromatin has a general repressive effect on basal transcription, but it can also play 
more specific roles in transcriptional regulation (Mellor, 2006). For example post-
translational modifications of histone tails, such as acetylation, methylation, 
phosphorylation, sumoylation and ubiquitination, are epigenetic marks capable of deeply 
altering chromatin structure and influencing transcription (Kouzarides, 2007; Suganuma 
and Workman, 2008). In 2007, a study of the epigenetic landmarks found around ERα 
target genes in MCF-7 cells highlighted the importance of histones post-translational 
modifications in ligand-dependent gene activation, particularly histone methylation. The 
authors showed that a H3K9me3 and H3K4me1/2 demethylase named LSD1/KDM1A 
(Lysine Specific Demethylase 1) was present in the vicinity of most ERα activated genes 
to counteract the effects of several histone methyl transferases (HMTs) whose function is 
to establish a chromatin state unfavorable for transcription activation. In absence of 
estrogen, HMTs were maintained around regulatory elements to methylate histone tails and 
prevent constitutive gene activation. Upon estrogen stimulation, LSD1 was recruited to 
remove the inhibitory marks and allow liganded ERα to stimulate the transcription of its 
target genes, thus demonstrating the importance of post-translational modifications of 
histones, particularly methylation, in ligand-dependent gene activation (Garcia-Bassets et 
al., 2007).  
 Genome wide chromatin immunoprecipitation (ChIP)-seq experiments revealed 
that more than 50% of ERα binding sites are localized in the vicinity of a Forkhead site 
(FKH) recruiting the transcription factor FoxA1 (Forkhead box protein A1) (Carroll et al., 
2005; Laganière et al., 2005). FoxA1 is a member of the FKH family of winged helix 
transcription factors and is involved in the development and differentiation of several 
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organs including liver, kidney, pancreas, lung, prostate and mammary gland (Friedman and 
Kaestner, 2006). In breast cancer cells, FoxA1 plays an important role in the estrogen 
signaling pathway (Carroll et al., 2005). It has been proposed that the binding of FoxA1 to 
chromatin promotes nucleosome remodeling (Cirillo et al., 2002), which allows ERα 
interaction with the surrounding binding sites. Hence, ERα cannot bind chromatin in 
absence of FoxA1. This limitation in ERα recruitment results in a significant decrease in 
the expression of estrogen-induced ERα target genes, illustrating the essential role of 
FoxA1 in the estrogen pathway (Carroll et al., 2005).  
 Thus, the control of ERα-mediated transcription is established at several levels. 
Chromatin modifications and co-factor binding have to be regulated to prevent 
inappropriate gene activation. It is possible that this regulation can be achieved prior to 
ligand stimulation, by co-repressor complexes containing histone modification enzymes 
that prevent premature gene expression. 
               Groucho/Grg/TLE is a family of such transcriptional co-repressors known to be 
interacting partners of histone deacetylases (HDACs) (Chen and Courey, 2000; Chen et al., 
1999; Cinnamon and Paroush, 2008) and FoxA1 (Sekiya and Zaret, 2007; Wang et al., 
2000). The members of this family share a basic structure that includes a C-terminal 
tandem WD40 repeat domain responsible for protein interactions, an N-terminal 
glutamine-rich region that mediates oligomerization, and an internal Ser/Thr/Pro-rich 
sequence containing the nuclear localization signal and several phosphorylation sites. 
However, they are deprived of a DNA binding domain (Chen and Courey, 2000). As such, 
their recruitment to target promoters occurs through direct interactions with a broad 
spectrum of sequence-specific DNA binding transcription factors (Cavallo et al., 1998; 
Paroush et al., 1994; Ren et al., 1999). One example is provided by the interaction of Grg3 
(TLE3 mouse homolog) with FoxA1 in the liver that initiates a remodeling of nucleosomes 
that represses transcription, and reduces the expression of nearby genes (Sekiya and Zaret, 
2007). Moreover, a study in tamoxifen-resistant breast tumors showed that the expression 
of TLE3 was associated with longer remission periods, demonstrating a potential role for 
TLE3 in breast cancer progression (van Agthoven et al., 2009). Given that TLE3 interacts 
with FoxA1 and that both factors are important in cancer development, we investigated 
their role in the MCF-7 breast cancer cell line. We hypothesized that in absence of estrogen 
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stimulation, TLE3 could act as a co-regulator by inhibiting transcription once tethered to 
DNA in absence of estrogen stimulation.  
               Here, we show that TLE3 is indeed an important regulator of ERα target genes 
transcription. It is an essential factor that maintains transcription in a basal state in absence 
of hormone. TLE3 is recruited to the chromatin by FoxA1 at several ERα binding sites 
throughout the genome. It mediates repression via interaction with HDACs to regulate 
histone acetylation, which in turn affects the recruitment of transcription factors, RNA 




TLE3 is involved in the regulation of ERα target gene transcription 
                To explore the link between ERα status and TLE3 expression in breast tumors, 
we performed an in silico analysis from publicly available data. The resulting expression 
profile shows that TLE3 and ERα are co-expressed. Indeed, the expression of TLE3 was 
stronger in ERα positive breast cancer cell lines compared to ERα negative cell lines 
(Supplementary Figures S1A and S1B). This co-expression was also observed in breast 
cancer primary tumors (Supplementary Figure S1C). These observations suggest that 
TLE3 and ERα expression are associated despite the fact that the TLE3 gene is not 
regulated by estrogen (E2) (Supplementary Figures S2A and S2B). 
               TLE3 and ERα expression levels are correlated and these factors are also 
interaction partners ((Mohammed et al., 2013) and Supplementary Figures S3A and S3C). 
Thus, we supposed that TLE3 might be an important regulator of ERα target gene 
expression. To test this hypothesis, we knocked down TLE3 in MCF-7 cells using a short 
hairpin-RNA (shRNA) (Figure 2.1A) and proceeded with mRNA deep sequencing (RNA-
Seq). The bioinformatics analysis revealed that the majority of E2-regulated genes are 
affected by the depletion of TLE3. More precisely, in absence of E2, 35% (3141) were up-
regulated, 37% (3475) were down-regulated and 28% (2299) were not affected by the 
knockdown of TLE3. After an E2 treatment, 33% (3569) of the ERα target genes were up-
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regulated, 41% (4457) were down-regulated, and 26% (2792) were unaffected by the 
depletion of TLE3 (Figure 2.1B). Upon TLE3 depletion, the expression of 35% of ERα 
target genes is enhanced supporting the idea that TLE3 could be a co-repressor of ERα 
activity. However, the knockdown of TLE3 also decreased 41% of ERα target genes 
expression suggesting a co-activator role for TLE3 in ERα transcription pathway. These 
results are in agreement with a previous study that reported a bivalent role for TLE3 during 
transcription (Villanueva et al., 2011). In our study, we focused our attention on the co-
repressor role of TLE3. 
               To examine the importance of TLE3 in the inhibition of ERα target genes 
transcription in absence of hormone, we generated a Venn diagram with the genes up-
regulated by E2 and the genes up-regulated by TLE3 knockdown in absence of E2 (Figure 
2.1C). This revealed that 52.4% of genes whose expression was enhanced by E2 were also 
induced in TLE3-depleted cells in absence of hormonal treatment whereas 16.1% and 
31.5% of genes induced by E2 are repressed or unaffected by TLE3 knockdown 
respectively (Supplementary Figures S4A and S4B). We validated these observations on a 
subset of these genes using RT-qPCR on several genes whose expression is affected by the 
depletion of TLE3 (Figures 1D, Supplementary Figures S5 and S6). In absence of TLE3, 
the RT-qPCR experiments showed a 2-fold increase in basal mRNA levels for IGFBP4, 
NR5A2 and SGK3 compared to the control, whereas TFF1 mRNA levels increased 7-fold 
under the same conditions. Upon induction with E2, the expression of these genes 
increased in both control and TLE3-depleted cells (Figure 2.1D). These results show that 
the basal expression of about half of ERα target genes, usually induced by E2, is enhanced 
in absence of TLE3, strengthening the idea that TLE3 could be a co-regulator of ERα 
activity in breast cancer cells. 
               Finally, in order to explore the biological significance of the genes whose 
expression is induced both by E2 and TLE3 depletion, we performed a gene ontology 
analysis. Amongst others, a significant enrichment was observed in three mechanisms 
undoubtedly crucial for cancer development and proliferation: pathways in cancer, MAPK 
signaling pathways and cell cycle (Figure 2.1E). Taken together, these results support the 
importance of TLE3 in the regulation of E2 target genes transcription, and its putative role 





Figure 2.1 TLE3 is involved in the regulation of ERα target genes transcription. (A) RT-
qPCR and western blot analysis of MCF-7 cells infected with lentiviruses expressing no 
(shCTL) or one shRNA (shTLE3) directed against TLE3. TLE3 mRNA expression was 
normalized to GapDH and Tubulin was used as the leading control for the Western blot.  
(B) Histogram representing the distribution of genes affected by the knockdown of TLE3. 
The genes regulated by E2 were compared to the genes up- and down-regulated by shTLE3 
in absence or in presence of E2. (C) Venn diagram of genes up-regulated by E2 and genes 
up-regulated by the knockdown of TLE3 in absence of E2. (D) MCF-7 cells were infected 
with an empty lentivirus (shCTL) or a lentivirus carrying a shRNA against human TLE3 
(shTLE3) and treated with vehicle (-E2, ethanol 0,1%) or 17β-estradiol (+E2 10-7M) for 
3h. Total RNA was used to generate cDNA for RT-qPCR. The results presented are 
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average of at least three independent experiments (Student test *=p<0.05; **=p<0.01) (E) 
Gene ontology of the overlapping genes reported in the Venn diagram in (C). 
Abbreviations: er: endoplasmic reticulum; Ub: ubiquitin. 
 
TLE3 is recruited to the regulatory elements of ERα target gene 
               The estrogen responsive TFF1 promoter has been extensively studied as a model 
system to understand the regulation of transcription by ERα. Moreover, we showed that 
TFF1 is one of the genes highly induced by the knockdown of TLE3 in absence of 
hormonal treatment (Figure 2.1D). To better understand the mechanism behind the role of 
TLE3 in the regulation of ERα target gene transcription, we examined the recruitment of 
TLE3 to the TFF1 gene. MCF-7 cells were treated with E2 for 30 minutes, and then 
subjected to chromatin immunoprecipitation (ChIP) followed by qPCR. Figure 2.2A 
provides a graphic representation of TFF1 regulatory elements and the position of the 
primers used for the qPCR. We designed four pairs of primers (identified in Figure 2.2A 
by thick black lines): primer 'a' located directly on the proximal promoter (arrow); primer 
'b' in the control region where none of the studied transcription factors are expected to bind 
(as indicated by our results and published ChIP-sequencing (ChIP-Seq) experiments, 
Supplementary Figure S7); primer 'c' located in the enhancer; primer 'd' bordering the 
enhancer. In absence of E2, we found that FoxA1 and TLE3 were bound to the enhancer 
and promoter of TFF1. E2 stimulation resulted in ERα binding at TFF1 regulatory regions, 
and the enhancement of FoxA1 and TLE3 recruitment. As expected, no recruitment of 
these factors to the control region was observed (Figure 2.2B). These results suggest that 
since TLE3 is recruited to TFF1 regulatory elements along with ERα and FoxA1, this 
factor is likely directly involved in the regulation of TFF1 expression. 




Figure 2.2 TLE3 is recruited to TFF1 regulatory elements. (A) Map of the TFF1 gene 
showing its regulatory elements and the qPCR primers (identified by the letters a, b, c, and 
d) used for chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis. (B) MCF-7 cells were treated 
with vehicle (-E2, ethanol 0,1%) or 17β-estradiol (+E2 10-7M) for 30 min. Cells were 
crosslinked and subjected to ChIP with antibodies raised against ERα, FoxA1 and TLE3. 
Isolated DNA was analyzed with the primers described in (A).  
 
FoxA1 is essential for the regulation of ERα target genes transcription and shares about 
half of ERα binding sites (Carroll et al., 2005). To explore the genome wide link between 
ERα, FoxA1 and TLE3 binding, we compared ERα (in house), FoxA1 (Hurtado et al., 
2011), and TLE3 (Mohammed et al., 2013) ChIP-Seq data sets from MCF-7 cells. The 
Venn diagram in Figure 2.3A illustrates the overlap between FoxA1, ERα and TLE3 
binding sites. As expected, over half of ERα binding sites were shared by FoxA1 (68%). 
Among the shared sites, 51% also overlapped with TLE3, supporting the idea that TLE3 
might be recruited to other ERα target genes than TFF1. To validate these observations, we 
designed primers (Supplementary Figure S8) that are located in the nearest ERα binding 
sites around IGFBP4, NR5A2 and SGK3, three genes whose expression is induced by the 
depletion of TLE3 in absence of hormone, (Figure 2.1D). We evaluated the recruitment of 
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ERα, FoxA1 and TLE3 by ChIP and found that ERα, FoxA1 and TLE3 are already present 
at these sites in absence of E2, and that their recruitment is enhanced in presence of E2 
(Figure 2.3B). Taken together, these results show that the co-localization of ERα, FoxA1 
and TLE3 is observed in several regulatory regions of other ERα target genes, and suggest 
that some of the genes regulated by ERα and FoxA1 could also be regulated by TLE3. 
 
 
Figure 2.3 FoxA1, ERα, and TLE3 share several binding sites throughout the genome. (A) 
Venn diagram representing the shared binding sites of FoxA1, ERα, and TLE3. The ChIP 
assays were performed in MCF-7 cells grown in full medium. (B) ChIP assays in MCF-7 
cells after treatment with vehicle (-E2, ethanol, 0.1%) or E2 (+E2, 10
-7
M) for 30 min with 
antibodies raised against ERα, FoxA1, and TLE3 at the regulatory elements of IGFBP4, 
NR5A2 and SGK3 (primers described in Supplementary Figure S4) and the control region 
of TFF1 locus (primer b).  
 
FoxA1 is necessary for TLE3 recruitment on chromatin 
                TLE3 seems to be directly involved in the regulation of ERα target genes 
transcription (Figure 2.1D). However, since TLE3 has no DNA binding domain, it needs to 
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be recruited to DNA via other factors (Cavallo et al., 1998; Paroush et al., 1994; Ren et al., 
1999). Two studies have previously shown that FoxA1 might be involved in leading TLE3 
to DNA (Sekiya and Zaret, 2007; Wang et al., 2000). Moreover, the interaction between 
TLE3 and FoxA1 was demonstrated in mouse liver cells (Sekiya and Zaret, 2007) and in 
our breast cancer cells (Supplementary Figures S3B and S3C). Thus, we hypothesized that 
FoxA1 might also be responsible for TLE3 recruitment to chromatin in MCF-7 cells. To 
test this, we knocked down FoxA1 using targeted shRNA, and analyzed TLE3 binding to 
chromatin by ChIP. FoxA1 depletion did not affect TLE3 mRNA expression (Figure 2.4A), 
nor protein level (Figure 2.4B), but considerably reduced FoxA1 and TLE3 binding to 
TFF1 regulatory elements (Figure 2.4C), arguing that FoxA1 is essential for TLE3 
recruitment to chromatin in MCF-7 cells. 
 
 
 Figure 2.4 FoxA1 is essential for TLE3 recruitment at TFF1 regulatory elements. RT-
qPCR (A) and western blot (B) analysis of MCF-7 cells infected with an empty lentivirus 
(SHCTL) or a lentivirus carrying a shRNA against FoxA1 (shFoxA1). RNA levels were 
normalized to 36B4 and Tubulin was used as a loading control. (C) FoxA1 and TLE3 
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occupancy measured by ChIP at TFF1 regulatory elements, as described in Figure 2A, in 
MCF-7 cells depleted (shFoxA1), or not (shCTL), in FoxA1 in absence of E2 stimulation. 
The data shown are the mean + s.e.m of at least three independent experiments (Student 
test *=p<0.05; **=p<0.01). 
 
The depletion of TLE3 promotes a transcriptionally active chromatin 
                To determine the effects of TLE3 knockdown on the conformation of chromatin 
at the enhancer in a basal state, we first assessed the recruitment of ERα, FoxA1 and 
RNAPII to TFF1 regulatory elements. To this aim, a ChIP analysis was performed on 
MCF-7 cells depleted in TLE3. As expected, TLE3 recruitment was reduced when 
compared to the control. The recruitment of ERα, FoxA1 and RNAPII to TFF1 enhancer 
was slightly increased in absence of TLE3 in untreated cells, consistent with the 
enhancement of gene expression observed under the same conditions (Figure 2.1D). This 
augmentation was also observed at the TFF1 promoter but to a lesser extent (Figure 2.5A). 
However, this increase in ERα and FoxA1 recruitment is not as important on the other ERα 
target genes as for TFF1 (data not shown). 
               To identify the mechanism by which TLE3 might act as a co-repressor, we also 
evaluated the changes in two post-translational modifications that mark active chromatin 
elements: acetylation (Ac) of histone H3 lysine 27 (H3K27), and the general level of 
histone H4 acetylation (H4panAc). As a control of histone loading, we performed a ChIP 
assay of H3 (Supplementary Figure S9). ChIP in TLE3-depleted cells cultured in E2-
stripped medium revealed that acetylation of H3K27 and H4pan was enhanced at the distal 
estrogen response element (ERE) of the TFF1 locus (primer c and d), but not at the control 
region when compared to control cells (Figure 2.5B). These results suggest that TLE3 is 





Figure 2.5 TLE3 hinders the recruitment of ERα and RNAPII, and reduces the acetylation 
of histones at TFF1 regulatory elements in absence of estrogen. TLE3, ERα, FoxA1, and 
RNAPII occupancy and H3K27Ac and H4PanAc relative abundance at TFF1 regulatory 
elements, as described in Figure 2A, measured by ChIP in MCF-7 cells grown in estrogen-
free medium and depleted (shTLE3) or not (shCTL) in TLE3 The results presented are 
average of at least three independent experiments (Student test *=p<0.05; **=p<0.01).  
 
TLE3 regulates histone acetylation by recruiting HDAC to the chromatin 
                The increase in histone acetylation observed in absence of TLE3 could be due to 
a decrease in HDAC recruitment, an increase of histone acetyl transferase (HAT) activity, 
or both. The interaction of TLE3 with HDAC has already been shown (Chen et al., 1999) 
and our IP experiments, strengthen the idea that TLE3, FoxA1 and HDAC2 form a 
complex in absence of estrogen in MCF-7 cells (Figures S3B and S3C). Thus, to verify 
whether the recruitment of HDAC in MCF-7 cells is indeed TLE3-dependent, we analysed 
ChIP-Seq data of HDAC2 in MCF7 cells (Wang et al., 2012) and verified its presence on 
TFF1 regulatory elements (Supplementary Figure S10). We then validated these results 
using ChIP experiments for HDAC2 at TFF1 regulatory elements, in TLE3-depleted MCF-
7 cells grown in hormone-deprived medium. In absence of TLE3, HDAC2 recruitment to 
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chromatin was decreased, suggesting that TLE3 regulates acetylation by its interaction 
with HDAC (Figure 2.6A). To evaluate HAT activity, we examined by ChIP the 
recruitment of p300 and CBP to TFF1 regulatory elements under the same conditions. 
p300 and CBP are HAT that bind cell-specific enhancers (Visel et al., 2009) and are 
responsible for H3K27 acetylation (Jin et al., 2011; Pasini et al., 2010; Tie et al., 2009). In 
TLE3-depleted cells, the recruitment of these HAT did not increase compared to control, 
suggesting that p300 and CBP are not the primary factors responsible for the increase of 
histone acetylation in absence of TLE3 (Figures 2.6B and 2.6C). 
               Together, these results indicate that TLE3 is a co-regulator of ERα activity in 
absence of E2. The restriction of ERα and RNAPII binding to the chromatin and also 
histone acetylation prevention by favouring HDAC recruitment appear to be two 
mechanisms involved in this function. 
 
 
 Figure 2.6 TLE3 regulates histone acetylation by recruiting HDAC to chromatin. ChIP 
assays at TFF1 regulatory elements, as described in Figure 2A, for HDAC2, p300 and CBP 
in MCF-7 cells grown in estrogen-deprived medium in absence (shTLE3) or in presence 
(shCTL) of TLE3. The data shown are the mean + s.e.m of at least three independent 








  Several studies have examined the role of TLE3 and homolog factors in many 
organisms including yeast (Tup1), Drosophila (Groucho), mouse (Grg3) and human 
(TLE3). In human, TLE3 function has been explored in various cell lines, namely, 
adipocytes (Villanueva et al., 2011), prostate cancer cells (Nakaya et al., 2007), ovarian 
carcinoma cells (Samimi et al., 2012), and breast cancer cells (van Agthoven et al., 2009). 
In breast cancer, the progression free survival of patients with ERα+ tumors is positively 
correlated with TLE3 expression (van Agthoven et al., 2009). However, little information 
was collected on the molecular role of this factor and how it interferes with ERα activity. 
Here, we show that at the TFF1 locus, FoxA1 binds to chromatin and interacts with TLE3 
when it is present. The interaction of TLE3 with HDAC prevents the inappropriate 
acetylation of histones around the regulatory regions, as well as ERα and RNAPII 
recruitment. Under these conditions, ERα target genes cannot be transcribed without 
hormonal stimulation. However, in absence of TLE3, FoxA1 remodels the chromatin into 
an active state, allowing ERα and RNAPII tethering and subsequent expression of ERα 
target genes without any hormonal control. Thus, in absence of TLE3, cells could be more 
prone to inappropriate gene expression, leading to uncontrolled proliferation and, possibly, 
to cancer development. Our study at the TFF1 locus, leads us to propose that the 
mechanism could be the same around other E2 regulated genes (Figures S5, S6 and S8). 
               In absence of E2, the depletion of TLE3 causes an increase in the basal 
expression of a significant subset of ERα target genes. This induction could be ERα-
dependent or the consequence of another pathway activated by the depletion of TLE3. To 
test this hypothesis, we inhibited ERα activity with fulvestrant (ICI182780) in absence of 
TLE3 and examined TFF1 basal expression. TFF1 mRNA level was lower in TLE3-
depleted cells after treatment with ICI (Supplementary Figure S11), demonstrating the 
importance of ERα in the basal induction of its target genes in TLE3-depleted cells. In 
breast cancer cells, the phosphorylation of ERα is an essential mechanism for ligand-
independent transcriptional activation of ERα (Kato et al., 1995a). Indeed, ERα can be 
stimulated even in absence of E2 by a variety of growth factors. Several serine residues 
found in the AF-1 domain are targeted by diverse kinases, among which is the mitogen 
activated protein kinase (MAPK)/ extracellular signal-regulated kinase (ERK), activated by 
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epidermal growth factor (EGF) (Lannigan, 2003). Furthermore, growth factor-stimulated 
breast cancer proliferation is dependent on ERα (Kato et al., 1995a) and this crosstalk 
between ERα and growth factors is an important aspect of resistance in breast cancer 
therapy (Lupien et al., 2010). Thus, we suggest that in absence of TLE3, ERα could be 
phosphorylated by kinases (possibly MAPK, Figure 2.1E) and induce the basal 
transcription of its target genes. 
               In several hormone therapy-resistant cancer cells, ERα is recruited to the DNA 
and activates its target genes in absence of E2 (Lupien et al., 2010). The resistance may in 
part be explained by the capacity of ERα to tether to the chromatin and induce the 
expression of genes involved in cell growth independently of a hormonal signal. Since our 
results indicate that TLE3 is an important regulator of ERα basal transcription, a 
disturbance in its repressive function could favor tumor development and hormono-therapy 
resistance.  
               TLE3 and its homologs have commonly been described as co-repressors because 
they down-regulate their target genes expression. However, recent studies in adipocytes 
(van Agthoven et al., 2009) and breast cancer cells (Holmes et al., 2012) showed that 
theses co-factors can be co-activators as well as co-repressors. In breast cancer cells, TLE1 
binds the chromatin at ERα binding sites and is required for optimal ERα recruitment. The 
absence of TLE1 leads to a decline in ERα binding, thereby preventing ERα target genes 
expression. Thus, TLE1 appears to function as a positive regulator of ERα mediated 
transcription (Holmes et al., 2012). Likewise, TLE3 can also be a co-activator of 
transcription. In the pre-adipocyte, TLE3 is recruited at the promoter of peroxysome 
proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) target genes and promotes their 
transcription. At the same time, it competes with β-catenin for transcription factor 4 
(TCF4) interaction to repress the Wnt pathway, and induces the genes responsible for 
adipocytes differentiation (Villanueva et al., 2011). Thus, in adipogenesis, TLE3 is a co-
activator of PPARγ pathway and a co-repressor of the Wnt pathway. Our RNA-Seq 
analysis in MCF-7 cells supports this dual role for TLE3 as it revealed a co-activator role 
for TLE3 (41% of genes were down-regulated in presence of E2 in TLE3-depleted cells, 
Figure 2.1B) in addition to its co-repressor role. Moreover, after E2 treatment, the ChIP 
experiments showed an increase in TLE3 recruitment to the regulatory elements of TFF1, 
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despite the fact that the expression of this gene is induced by the hormone. As we focused 
on ERα target genes repressed by TLE3, we expected a decrease of TLE3 recruitment to 
the enhancer and the promoter. Taken together, these results suggest that TLE3 may still be 
expressed in cancer cells because of its dual role in transcription. 
 Previous studies in Drosophila have shown that the repressive function of TLE3 is 
weakened when it is phosphorylated (Hasson et al., 2005). Several phosphorylation sites 
situated in the central region of TLE3 can be targeted by cdc2, casein kinase 2, or MAPK 
activated via epidermal growth factor receptor (EGFR) and fibroblast growth factor 
receptor (FGFR) pathways (Cinnamon and Paroush, 2008). Moreover, another study 
showed that TLE3 interacts with HDACs in drosophila. HDACs are a family of co-
repressors responsible for histone deacetylation that prevent transcription factor from 
accessing the chromatin thereby inhibiting transcription. An immunoprecipitation 
experiment, with prior phosphatase alkaline treatment of the total extract, showed that the 
interaction between TLE3 and HDAC is stronger when the samples were submitted to a 
dephosphorylation step before immunoprecipitation (data not shown). This result is 
consistent with the hypothesis that, in a manner similar to what is observed in drosophila, 
the phosphorylation of TLE3 lessens its repressive function in MCF-7 breast cancer cells. 
Therefore, it is possible that, in absence of E2, TLE3 is unphosphorylated and has a co-
repressor activity as a result of its interaction with HDAC. 
               TLE3 prevents the inappropriate acetylation of histones via its interaction with 
HDACs and our ChIP assays demonstrated the presence of HDAC2 on TFF1. However, 
TLE3 might not interact with only one specific HDAC. Indeed, in Drosophila, Groucho 
proteins interact with Rpd3 (Chen et al., 1999), a homologue of HDAC1, 2, 3, and 8. 
Furthermore, an immunoprecipitation experiment conducted in our laboratory showed that 
TLE3 interacts with HDAC1 in MCF-7 cells (data not shown). Moreover, the analysis of 
TLE3 and HDAC2 ChIP-Seq data also showed that more than half of TLE3-binding sites 
are shared with HDAC2 (65.6%, data not shown), highlighting the importance of TLE3 
interaction with HDAC2.  
               We also tested the recruitment of p300 to TFF1 regulatory elements since the 
acetylation of their target residue, H3K27, was strongly enhanced in absence of TLE3. 
However, the depletion of TLE3 could also increase the acetylation of other H3 residues, 
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or the recruitment of other HATs that could also acetylate H4 lysines. Although we 
focused our study on the acetylation level of H3K27, p300 is also responsible for the 
acetylation of H3K14, H3K18, H4K5 and H4K8. Further analysis on the acetylation of 
those residues should give a better picture on the role of p300. Likewise, H3K9, K14 and 
K18 are acetylated by GCN5 and PCAF, whereas Tip60 is responsible for H3K14 and 
H4K5, K8, K12 and K16 acetylation (Kim et al., 2009), suggesting that other HAT could 
be responsible for the elevation of the general acetylation level. Indeed, histone acetylation 
is governed by a complex network of several HATs interacting with numerous lysine 
residues, making it difficult to pinpoint the mechanism that takes place during the initiation 
of transcription. Thus, we speculate that TLE3 might influence the acetylation of several 
histones amino acid residues, and the recruitment of more than one HAT. 
               In conclusion, we report that TLE3 is an essential factor for the regulation of ERα 
target gene transcription via its function on histone acetylation. A previous study showed 
that HMTs and histone demethylases are responsible for the ligand-dependent transcription 
of ERα target genes (Garcia-Bassets et al., 2007). Here we demonstrated that the regulation 
of histone acetylation is essential for the maintenance of ERα target gene transcription in a 
basal state. We also showed that FoxA1, TLE3 and factors responsible for chromatin 
remodeling are essential determinants of ligand-dependent ERα target gene activation.  
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Cell culture and shRNA lentiviral transduction 
MCF-7 cell lines were maintained in DMEM (Wisent) containing 10% fetal bovine serum 
(FBS) and antibiotics (penicillin and streptavidin). Prior to their use in E2 treatment 
experiments, MCF-7 cells were grown in DMEM without phenol red (Wisent) and 
supplemented with 5% charcoal-dextran-treated FBS for at least three days. These cells 
were mycoplasma free and were kept in a humidified chamber at 37
o
C in 5% CO2. 17β-







M, respectively, unless otherwise stated. 
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            The shRNA sequences (listed in supplemental table 1 for shTLE3 and (Gévry et al.) 
for shFoxA1) designed to inhibit TLE3 (Open Biosystems) and FoxA1 were cloned into 
the pLKO.1 and pLVTHM backbones respectively. shRNA lentiviruses were obtained by 
co-transfection of pLKO.1 or pLVTHM vectors, pMD2G, and psPAX2 into the human 
293T cell line. Upon harvesting the viruses, 80 µg of polybrene 1000x was added for every 
10 ml of virus. 
 
Protein immunoprecipitation (IP) 
 MCF-7 cells were hormone-deprived for at least three days and then treated with 
vehicle (EtOH 0,1%) or E2 (10
-7
M) for 30 minutes. After 10 minutes of crosslink with 
formaldehyde 1.1%, the cells were harvested in 200µl of SDS lysis buffer (1% SDS, 
10mM EDTA, 50mM Tris pH8.1) and put on ice for 30 minutes. Cell lysis was followed 
by two rounds of sonication (amplitude of 40% for 15 seconds, 3 minutes on ice between 
each sonication round), to decrease DNA viscosity. The volume of each sample was 
completed to 1ml with IP dilution buffer (0.01% SDS, 1.1% triton, 1.2mM EDTA, 
16.7mM Tris ph8.1, 167mM NaCl) and 50µl of each sample were spared for the input. The 
antibodies were added as according to the Supplementary Table S2, and incubated 
overnight at 4°C. 40µl of magnetic beads (Dynabeads protein A, Novex by Life 
Technologies) were added in each IP reaction for 4 hours. Beads were washed 2 times with 
TSE 150 (0.1% SDS, 1% triton, 2mM EDTA, 20mM Tris ph8.1, 150mM NaCl), then 2 
times with TSE 500 (0.1% SDS, 1% triton, 2mM EDTA, 20mM Tris ph8.1, 500mM NaCl) 
and finally 2 times with TE1x. IPs and inputs were eluted in 200µl of elution buffer (0.1M 
NaHCO3, 1% SDS) for 30 minutes at room temperature and the crosslink was reverted by 
incubating overnight at 65°C. SDS loading dye was added to the samples and incubated 5 
minutes at 95
o
C before loading the gels used for Western blot. 
 
ChIP assays using protein A-agarose 
            MCF-7 cells were hormone-deprived for at least three days and then treated with 
vehicle (EtOH 0,1%) or E2 (10
-7
M) for 30 minutes. ChIP assays were performed 
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essentially as described previously (Svotelis et al., 2011) with a panel of specific 
antibodies listed in the supplementary Table S2. qPCR was performed by comparing 
immunoprecipitated DNA to a standard curve obtained from total DNA. The primers used 
are listed in the Supplementary Table S3. 
 
RNA analysis 
             Cells grown for three days in estrogen free medium were treated for 3 hours with 
vehicle (ethanol 0.1%) or estrogen (10
-7
M). Total RNA was isolated using 
GenEluteTM Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma Aldrich) and the RNeasy kit 
(Qiagen). RNA was reverse-transcribed into first-strand cDNA using M-MLV reverse 
transcriptase (Enzymatics). Samples were subjected to q-PCR using a Biorad C1000TM 
Thermal cycler. The relative abundance of all the tested genes was calculated after 
normalization to GapDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) mRNA, where 
relative expression levels were calculated as 2-ΔCT where ΔCT = CT test gene – CT 
GapDH. Primers used are listed in the Supplementary Table S3.   
 
RNA-Seq and ChIP-Seq libraries 
 RNA-Seq libraries were prepared essentially as described previously (Waldbauer et al., 
2012). For the bio-informatics analysis, we merged the data obtained from two 
experiments. ERα ChIP-Seq libraries were prepared essentially as described previously 
(Bianco et al., 2014a). 
 
Bioinformatics analysis 
In silico studies: Expression correlation analysis between ERα and TLE3 in breast cancer 
cells was achieved using Oncomine (https://www.oncomine.com) and GOBO (Ringnér et 
al., 2011).  
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RNA Seq: Fastq files were aligned against the reference human genome hg18 using BWA 
(Li and Durbin, 2009). Only sequence reads that were uniquely mapped to the genome 
with a mapping quality score >10 were used. Two biological replicates were performed 
and merged for subsequent analyses. The estimation of transcript abundance was 
determined using Cufflinks (Trapnell et al., 2010). The overlap of genes affected by E2 
and shTLE3 were determined using BioVenn (Hulsen et al., 2008), and listed in 
Supplementary Ttable S4-S8. Gene ontology analyses were performed using GeneCoDis3 
(Tabas-Madrid et al., 2012), and listed in Supplementary Table S9.  
ChIP-Seq: From the MCF-7 cell line, we collected raw data sets for FoxA1, HDAC2, and 
TLE3 in complete medium ((Hurtado et al., 2011; Mohammed et al., 2013; Wang et al., 
2012) respectively). All the ChIPSeq data were generated as follows: Generated reads were 
aligned against the human reference genome hg18 using BWA. Only sequence reads that 
were uniquely mapped to the genome with a mapping quality score >10 were used. Two 
biological replicates were performed and merged for subsequent analyses. Peaks were 
called by MACS using default parameters. Binding sites overlaps were determined using 
BioVenn. Aligned tags were converted to WIG files then bigWIG files by F-Seq (Boyle et 
al., 2008) and visualized with IGV (Robinson et al., 2011). 
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 SUPPLEMENTARY FIGURES 
 
FIG. S1. ERα and TLE3 are co-expressed in ER+ breast cancer cells. Expression profiles 
from ER+ and ER- breast tumors reveals that TLE3 mRNA levels are correlated with ERα 
mRNA expression in ER+ breast tumors (meta-analysis conducted using Oncomine, 
pvalue=1.58e-29). (B) GOBO analysis (http://co.bmc.lu.se/gobo) of ERα and TLE3 
mRNA level in ER+ and ER- breast cancer cells. (C) GOBO analysis of ERα and TLE3 





FIG. S2. TLE3 expression is not affected by E2. (A) Western blot and (B) RT-qPCR on 
total protein or mRNA extract from MCF-7 cells treated with E2 (+E2 10
-7
M) or vehicle (-
E2, EtOH 0.1%) for 3hours. TLE3 expression was normalized over GapDH. The results 
presented are average of at least three independent experiments. 
 
 
FIG. S3. TLE3 interacts with ERα, FoxA1 and HDAC2. Protein IP of ERα (A), FoxA1 (B) 
and TLE3 (C) in MCF7 grown 3 days in estrogen free medium. The IP and western blots 




FIG. S4. A subset of E2-regulated genes are down-regulated or unaffected by the 
knockdown of TLE3. Venn diagram of genes up-regulated by E2 and genes down-





FIG. S5. A subset of E2 up-regulated genes recruits ERα, FoxA1 and TLE3 on their 
regulatory elements. ChIP-seq analysis and RT-qPCR on mRNA extract from MCF-7 cells 
treated with E2 (+E2 10
-7
M) or vehicle (-E2, EtOH 0.1%) for 3 hours. mRNA expression 





FIG. S6. A subset of ERα down-regulated genes recruits ERα, FoxA1 and TLE3 on their 
regulatory elements. ChIP-seq analysis and RT-qPCR on mRNA extract from MCF-7 cells 
treated with E2 (+E2 10
-7
M) or vehicle (-E2, EtOH 0.1%) for 3 hours. mRNA expression 






FIG. S7. ERα, FoxA1 and TLE3 are recruited on TFF1 regulatory elements. ChIP Seq 
analysis of ERα, FoxA1 and TLE3 in MCF-7 cells grown in full medium. Genomic 
locations were obtained using Integrative Genomic Viewer (IGV 2.0). The black peaks 
represent the recruitment intensity of the factor. Below, the map of TFF1 is represented 









FIG. S8. ERα, FoxA1 and TLE3 share other binding sites throughout the genome. ChIP 
Seq analysis of ERα, FoxA1 and TLE3 on the ER binding sites around IGFBP4, NR5A2 
and SGK3. Genomic location were obtained using Integrative Genomic Viewer (IGV 2.0) 
The black peaks represent the recruitment intensity of the factor. The red line highlights 








FIG. S9. The presence of H3 in the nucleosome is not affected by the depletion of TLE3. 
ChIP assay on H3 at TFF1 regulatory elements in presence (shCTL) or in absence 
(shTLE3) of TLE3 in MCF7 cells grown in estrogen deprived medium. The results 
presented are average of at least three independent experiments. 
 
 
FIG. S10. HDAC2 is recruited on TFF1 regulatory elements. ChIPseq data for HDAC2 
binding events around TFF1 gene in MCF-7 cells grown in complete medium. Genomic 
location were obtained using Integrative Genomic Viewer (IGV 2.0). Below, a reminder of 





FIG. S11. ERα is responsible for the basal activation of its target genes in absence of 
TLE3. (A) RT-qPCR of TLE3 and TFF1 in absence of estrogen, in MCF-7 cells depleted 
(shTLE3) or not (shCTL) in TLE3. The cells were grown in estrogen deprived medium for 
3 days and treated with vehicle (-ICI, EtOH 0.1%) or ICI182780 (+ICI, 10
-5
M) for 24 
hours before RNA extraction. mRNA levels were normalized over GapDH. (B) Western 
blot analysis of ERα expression in the same conditions as in (A). Tubulin was used as a 
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CHAPITRE 3  










Dans les cancers, les gènes suppresseurs de tumeur sont inactivés soit par des mutations 
dans la séquence protéique, soit par répression épigénétique. Dans les cellules saines, ces 
gènes sont associés à un fort enrichissement de H3K4me3 étalé en de larges régions de 
plus de 4kb, avec une importante activité des enhancers conduisant à leur expression 
exceptionnellement forte (Voir Figure 3.1). Dans les cellules cancéreuses, l’enrichissement 
de H3K4me3 est drastiquement réduit, suggérant que la répression de ces gènes, observée 
dans les tumeurs, proviendrait en partie de la perte de H3K4me3 à leur promoteur (Chen et 
al., 2015). Ceci pourrait être dû à la trop forte expression d’une HDM ciblant ce résidu, 
telle que KDM5A, protéine surexprimée entre autres dans le cancer du sein où elle est 
responsable de la répression du gène suppresseur de tumeur p21 (Hou et al., 2012).  
Plusieurs études ont démontré l’implication de KDM5A dans la déméthylation de 
H3K4me2/3 (Christensen et al., 2007; Hayakawa et al., 2007), et son rôle de répresseur au 
niveau de gènes tels que E-cadhérine (Liang et al., 2015; Qiao et al., 2015), et le récepteur 
à la progestérone (Stratmann and Haendler, 2011). Ainsi, KDM5A est considéré comme un 
répresseur de la transcription impliqué dans plusieurs cancers. Cependant, une étude aurait 
démontré que dans les cancers du sein ER+, l’activité transcriptionnelle de ERα serait plus 
efficace lorsque le récepteur interagit avec KDM5A (Chan and Hong, 2001). Nous avons 
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donc décidé d’étudier le mécanisme par lequel KDM5A est un activateur de la 
transcription des gènes cibles de ERα.  
Les analyses des sites de liaison de ERα et KDM5A par séquençage à haut débit (ChIP-
seq) dans une lignée cellulaire de cancer du sein ER+ (MCF7), révèlent une faible 
colocalisation de ces protéines sur l’ADN. Cependant, les données de micro puce à ARN 
couplées à celles de ChIP-seq indiquent que plus de la moitié des gènes induits par les 
œstrogènes recrutent KDM5A à leur promoteur, suggérant une forte implication de cette 
HDM dans la régulation de la transcription des gènes cibles de ERα. Les études in vivo 
démontrent qu’en effet, l’inactivation de KDM5A entraine une diminution de l’expression 
des gènes cibles de ERα, et les expériences de ChIP-qPCR mettent en évidence la perte du 
recrutement de ERα au promoteur de ces gènes. Cependant, en absence de KDM5A, bien 
que le niveau d’ARNm de ERα ne soit que faiblement affecté, le niveau protéique du 
récepteur est drastiquement diminué. Ainsi, dans cette lignée cellulaire, KDM5A serait 





Figure 3.1 Enrichissement de H3K4me3 au niveau des gènes suppresseurs de tumeur 
Les gènes de ménage (COPB2 et CWC22) ont un enrichissement en H3K4me3 très 
localisé tandis que pour les gènes suppresseurs de tumeur (IKZF1 et PTEN), H3K4me3 est 












Les cellules MCF7 sont maintenues dans du DMEM contenant 10% de FBS (sérum de 
veau fœtal) et des antibiotiques (pénicilline et streptomycine). Avant le traitement aux 
œstrogènes, le DMEM de culture, propice à la croissance cellulaire, est remplacé pendant 
au moins 3 jours par un DMEM dépourvu de rouge phénol et supplémenté de FBS traité au 
charbon, contenant également de la pénicilline et de la streptomycine. Ces cellules ne 
contiennent aucuns mycoplasmes et sont mises en croissance dans un incubateur à 37°C et 




Les shRNA désignés pour inhiber l’expression de KDM5A sont clonés dans le vecteur 
pLVTHM. Les lentivirus utilisés pour la transmission du shRNA sont obtenus par co-
transfection du plasmide pLVTHM vide ou contenant le shRNA avec les vecteurs 
lentiviraux psPAX2 et pMD2G dans des cellules humaines 293T. A la récolte des virus, 
48h après la transfection, un agent facilitant l’infection (polybrène) est ajouté à une 











Les MCF7 sont privées d’hormones pendant 3 jours et traitées avec de l’éthanol 
(concentration finale de 0.1%) ou avec des œstrogènes (10-7M) pendant 30 minutes. Le 
ChIP est réalisé comme décrit dans (Svotelis et al., 2011) avec les anticorps spécifiés dans 
le tableau 3.1. Les analyses de qPCR sont réalisées en comparant l’ADN immunoprécipité 
à la courbe standard établie à partir d’un aliquot d’ADN total. Les amorces utilisées sont 




Tableau 3.1 Liste des anticorps utilisés en ChIP 
Anticorps référence quantité (µg) quantité (µl) 
ERα sc543x 4 2 
H3 ab1791 2 2 
H3K4me3 39159 5 5 
H3K27ac ab4729 5 5 
KDM5A A300-897A 2 10 









Tableau 3.2 Liste des amorces utilisées en ChIP 
EBAG9.1 F GGAGGAGGCTACGTCTTGAA 
  R AGGGATCTCCCTCTGTCTCAG 
EBAG9.2 F GCATCTGACACAGGGGTTCT 
  R GCTTCTGCCAGATGTCCCTA 
EBAG9.3 F GCTCATTGGCTCCCAGTCT 
  R CTTCTGCACTCCGCCTCAG 
EBAG9.4 F ACCTCTGGGGTGAGGAAACT 
  R GTACCCCACAGCCCAGTCT 
EBAG9.5 F ACCTCTGGGGTGAGGAAACT 
  R GTACCCCACAGCCCAGTCT 
EBAG9.6 F GGGAAATTTGCGTGACCTTA 
  R GGAGCTGGATACCAGGTGAA 
TFF1.1 F TCACCACATGTCGTCTCTGTC 
  R CGGGGATCCTCTGAGACAATA 
TFF1.2 F GAGCCTGCCCTATAAAATCC 
  R GCAGATCACCTTGTTCTCCA 
TFF1.3 F GTAAGGCGTGCTTCTTCCTG 








Les cellules sont privées d’hormones pendant 3 jours et traitées 3h avec de l’éthanol 
(concentration finale de 0.1%) ou avec des œstrogènes (10-7M). Le kit d’extraction des 
ARN de sigma permet l’isolation des ARN totaux de chaque population de cellules. Les 
ARN sont rétro-transcrits en ADN complémentaires (cDNA) par l’enzyme M-MLV de 
Enzymatics, puis les échantillons sont soumis à des qPCR en utilisant un thermo-cycler de 
Biorad. L’abondance relative de chaque gène étudié est déterminée en comparant 
l’expression du gène testé par rapport à l’expression de 36B4 (gène de ménage non affecté 
par le traitement aux œstrogènes). Calcul d’abondance relative: 2-ΔCt où Ct est le nombre 
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de cycles de PCR à partir duquel l’expression du gène entre en phase exponentielle, et 
ΔCt=Ct gène testé - Ct 36B4. Les amorces utilisées sont listées dans le tableau 3.3. 
 
 
Tableau 3.3 Liste des amorces utilisées en RT-qPCR 
36B4 F GCG ACC TGG AAG TCC AAC TA 
  R ATC TGC TGC ATC TGC TTG G 
KDM5A F CAC TAC CTG ATG TGC CCA AA 
  R CTG CCA TCT CTC CAA AGC TC 
TFF1 F GCA GAT CCC TGC AGA AGT GT 
  R GTG CAA ATA AGG GCT GCT GT 
EBAG9 F TCC TTC GAT CTT TAC ACT GG 
  R CGG AAA TTA AGT GGA GAC C 
ESR1 F CAC CCA GGG AAG CTA CTG 




















Les données de ChIP-seq sont générées comme suit : les séquences sont alignées sur le 
génome de référence humain hg19 par le programme BWA (Li and Durbin, 2009). Seules 
les séquences cartographiées à un endroit unique sur le génome sont conservées. Les pics 
de localisation des facteurs de transcription sont générés par le programme MACS en 
utilisant les paramètres par défaut. Les superpositions des sites de liaison sont déterminées 
par le programme Bedtools et visualisées dans BioVenn (Hulsen et al., 2008). Les 
séquences alignées sont converties en format bedgraph par UCSCtools et visualisées avec 








Afin de déterminer l’implication de KDM5A dans le cancer du sein, nous avons évalué le 
positionnement des sites de liaison de cette HDM en présence et en absence d’œstrogènes à 
travers le génome de MCF7, lignée cellulaire de cancer du sein exprimant ERα et 
répondant à cette hormone. Le séquençage des sites de liaison de KDM5A dans les MCF7, 
réalisé par des expériences de ChIP-seq analysées par le programme CEAS, nous a permis 
de déterminer les régions génomiques contenant le plus de sites de liaison de KDM5A. Les 
résultats démontrent que le positionnement de cette HDM est indépendant des œstrogènes. 
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En effet, quel que soit le traitement, environ 45% des sites de liaison de KDM5A sont 
retrouvés au niveau des promoteurs, 21% sont situés dans les régions intergéniques, 20% 
dans les introns, 11% dans les exons, et enfin, seuls 3% sont situés dans les régions 3’ UTR 
(Voir Figure 3.2). Ainsi, KDM5A est majoritairement recruté au promoteur des gènes dans 
les MCF7. 
Afin d’évaluer l’implication de KDM5A dans la transcription des gènes cible de ERα, nous 
avons déterminé le nombre de sites de liaison partagés entre ces deux protéines en 
comparant leur position, identifiée par ChIP-seq, à travers le génome. Les programmes 
Bedtools et BioVenn nous ont respectivement permis d’analyser et de visualiser le nombre 
de sites en commun entre les deux protéines. Seuls 9% (460/4939) des sites de liaison de 
ERα recrutent également KDM5A (Voir Figure 3.3). Ceci n’est pas surprenant étant donné 
que ERα est principalement recruté aux enhancers tandis que KDM5A, interagissant avec 
H3K4me3, est principalement localisé autour des TSS des gènes. Ces résultats sont en 
accord avec l’étude (Welboren et al., 2009) qui a également démontré que seuls 9% des 
sites de liaison de ERα étaient situés aux promoteurs des gènes dans des MCF7. 
Dû aux interactions tridimensionnelles de la chromatine lors de l’activation de la 
transcription, la corégulation de l’expression d’un gène par deux protéines ne requiert 
 
Figure3.2 Distribution des sites de liaison de KDM5A à travers le génome  
Camemberts représentant la répartition des sites de liaison de KDM5A à travers le 
génome, en absence et en présence d’œstrogènes. Ces diagrammes sont tracés à partir des 




pas nécessairement leur colocalisation sur l’ADN linéaire. Ainsi, le faible taux de partage 
de sites de liaison entre KDM5A et ERα n’exclut pas une potentielle coopération de ces 
deux protéines pour la transcription des gènes. Afin de démontrer l’implication de 
KDM5A dans l’expression des gènes cibles de ERα, nous avons évalué la proportion de 
gènes induits par les œstrogènes qui démontrent un enrichissement en KDM5A. D’une 
part, des données de micro puce à ARN établies dans les MCF7 nous ont permis d’établir 
la liste des gènes induits par les œstrogènes. D’autre part, l’utilisation du programme 
GREAT nous a permis d’obtenir la liste des gènes associés aux sites de liaison de 
KDM5A. La comparaison de ces deux listes par BioVenn nous a permis de mettre en 
évidence les gènes partagés. 61% (333/546) des gènes induits par les œstrogènes recrutent 
KDM5A à leur promoteur et sont donc potentiellement régulés par cette HDM (voir Figure 
 
Figure 3.3 Partage des sites de liaison de KDM5A et ERα 
Diagramme de Venn représentant les sites de liaison communs de ERα et de KDM5A.  
 
 
Figure 3.4 Certains gènes induits par les œstrogènes recrutent KDM5A à leur 
promoteur  
Diagramme de Venn représentant les gènes induits par les œstrogènes et les gènes 
recrutant KDM5A. Environ 61% des gènes induits par les œstrogènes recrutent KDM5A à 




3.4), suggérant une forte implication de KDM5A dans la régulation de leur expression. 
Le tiers des gènes répondant aux œstrogènes (213/546) ne recrute pas KDM5A et ne 
nécessite donc pas cette HDM pour son induction. Ainsi, la comparaison de la présence des 
protéines et des marques d’histones à la chromatine des gènes dépendants et indépendants 
de KDM5A, pourrait informer sur le rôle de cette HDM dans leur transcription. Cependant, 
la différence du nombre de gènes entre les deux groupes comparés (333 contre 213, Voir 
Figure 3.4) pourrait biaiser les résultats de l’analyse. Nous avons donc aléatoirement 
sélectionné 200 gènes dans chacune des listes, et évalué le recrutement de KDM5A, ERα, 
RNAPII, H3K4me3, et H3K27ac au niveau de leurs promoteurs.  
Dans les deux groupes de gènes, en présence de l’hormone, le recrutement de KDM5A 
diminue, et la présence de H3K4me3 n’est pas affectée. En revanche, dans les mêmes 
 
Figure 3.5 Recrutement de KDM5A, ERα, H3K4me3, RNAPII, et H3K27ac au 
promoteur des gènes induits par les œstrogènes 
Répartition de KDM5A, ERα, H3K4me3, RNAPII et H3K27ac sur le promoteur des gènes 
recrutant ou non KDM5A, en présence ou en absence des œstrogènes. Les données ont été 
calculées par VAP et les graphiques tracés dans GraphPad. Le 0 indique le site d’initiation 




conditions, RNAPII et la marque H3K27ac sont plus fortement enrichies, suggérant 
l’activation de la transcription en présence des œstrogènes. Cependant, la comparaison du 
recrutement de ces protéines et marques d’histones entre les gènes dépendants et les gènes 
indépendants de KDM5A, démontre un plus fort enrichissement en KDM5A, ERα, 
H3K4me3, RNAPII et H3K27ac dans le premier groupe, et ce, même en absence 
d'œstrogènes. Ces résultats suggèrent que les gènes dépendants de KDM5A sont transcrits 
au niveau basal, et qu'ils sont induits par le traitement aux œstrogènes, et donc plus 
fortement exprimés que les gènes indépendants de KDM5A. Cette HDM jouerait donc un 
rôle de co-activateur au niveau des promoteurs des gènes robustement exprimés dans les 
MCF7 (Voir Figure 3.5).  
Les données de bioinformatique suggèrent que KDM5A est impliqué dans la régulation de 
l’expression des deux tiers des gènes cibles de ERα, et que ces gènes sont exprimés en 
absence d'œstrogènes, et induits en présence de l’hormone. Afin de valider les observations 
de ces analyses in silico, nous avons évalué in vivo par RT-qPCR, l’expression de gènes 
cibles de ERα induits par les œstrogènes en absence ou en présence de KDM5A. Nous 
avons comparé l’expression de TFF1, gène induit par les œstrogènes mais ne recrutant pas 
KDM5A, avec celle de EBAG9, gène induit par les œstrogènes et recrutant KDM5A (Voir 
Figure 3.6a). 
Dans le cancer du sein, la fonction de EBAG9  est mal connue, mais cette protéine serait 
impliquée dans la carcinogénèse et surexprimée dans 21% des cancers du sein primaire. 
EBAG9 ressemble à RCAS1, protéine de la surface membranaire dont le rôle est de leurrer 
le système immunitaire qui ne reconnaitra pas la menace présentée par la cellule 
cancéreuse, il se pourrait donc qu’EBAG9 joue le même rôle (Ikeda et al., 2000; Sonoda et 
al., 2008). Les résultats de RT-qPCR démontrent qu’en absence de KDM5A, TFF1 semble 
légèrement affecté à la baisse, tandis que EBAG9 est fortement diminué (Voir Figure 3.6b). 
Afin de mettre en évidence les conséquences de l’absence de KDM5A sur la chromatine, 
nous avons réalisé des expériences de ChIP-qPCR de KDM5A, de RNAPII et de ERα sur 
les promoteurs de TFF1 et EBAG9. Une dizaine d'amorces espacées de quelques paires de 
bases ont été générées au niveau de ces promoteurs afin de déterminer l'emplacement exact 
de ces facteurs au niveau du TSS de ces deux gènes. Seules celles démontrant un 
enrichissement des protéines étudiées sont représentées dans les figures. Au promoteur 
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de EBAG9, l'absence de KDM5A entraine une diminution du recrutement de RNAPII et de 
ERα, expliquant les résultats obtenus en RT-qPCR. Cependant, à TFF1, bien que le 
recrutement de KDM5A et de RNAPII ne soit pas modifié par le shRNA (KDM5A n’étant 
pas ou très peu présent à TFF1), la présence de ERα est fortement affectée par l’absence de 
 
Figure 3.6 L’expression des gènes cibles de ERα est affectée en absence de KDM5A  
(a) Visualisation par IGV du recrutement de KDM5A en présence et en absence 
d’œstrogènes au niveau des gènes TFF1 et EBAG9. La flèche verte indique le sens de la 
transcription. (b) RT-qPCR sur les cDNA de  MCF7 infectées avec un lentivirus contenant 
pLVTHM vide (shCTL) ou un shRNA ciblant KDM5A (shKDM5A). Les cellules sont 
ensuite traitées à l’éthanol (-E2, éthanol 0.1%) ou au 17β-œstradiol (+E2, 10-7M) pendant 




KDM5A (Voir Figure 3.7). Or, si la présence de ERα à la chromatine des gènes qui 
recrutent KDM5A dépend de la liaison de la HDM au promoteur, alors au niveau de TFF1, 
la liaison de ERα ne devrait pas être affectée puisque la HDM n’est pas présente à ce gène 
(Voir Figure 3.6a). Nos résultats suggèrent donc que KDM5A pourrait être impliqué dans 
le recrutement de ERα à la chromatine, ou alors, dans l’expression du récepteur. 
Pour trancher entre ces deux hypothèses, nous avons mesuré l’expression de ERα dans des 
MCF7 en absence de KDM5A par RT-qPCR et immunobuvardage de type western. 
Premièrement les analyses du ChIP-seq de KDM5A nous a permis d'évaluer le recrutement 
de KDM5A au promoteur de ESR1. La figure 3.8a démontre que KDM5A n'est pas recruté 
au promoteur de ESR1 et ne devrait donc pas être impliqué dans la transcription de ERα. 
En accord avec cela, les résultats de RT-qPCR montrent que le shKDM5A n’affecte pas 
 
 
Figure 3.7 Le recrutement de ERα et de RNAPII à la chromatine diminue en absence 
de KDM5A 
Les MCF7 sont traitées avec de l’éthanol (-E2, éthanol 0.1%) ou avec du 17β-œstradiol 
(+E2, 10
-7
M) pendant 30 minutes. Les cellules subissent un pontage chimique, puis les 
ChIP-qPCR sont effectués en utilisant les anticorps dirigés contre KDM5A, RNAPII ou 




fortement le niveau d’ARNm de ERα (Voir Figure 3.8b). Nous avons donc vérifié le 
niveau protéique de ERα dans des MCF7 en absence de KDM5A. L'immunobuvardage de 
type western démontre que la présence de ERα est drastiquement diminuée, expliquant 
ainsi les résultats observés en ChIP à TFF1 (Voir Figure 3.8c). 
Dans les MCF7, nous ne pouvons garantir que la perte de RNAPII observée au promoteur 
de EBAG9 soit un effet spécifique à KDM5A, l'expression de ERα étant également perdue. 
Afin de démontrer l'importance de KDM5A dans le recrutement de RNAPII, nous avons 
réalisé des expériences de RT-qPCR et de ChIP au niveau du promoteur de EBAG9 dans 
des cellules de cancer du sein n'exprimant pas ERα, les MDA-MB-231. Dans ces cellules, 
l'expression de EBAG9 est également affectée par l'absence de KDM5A (Voir Figure 
 
Figure 3.8 KDM5A est impliqué dans l’expression de ERα 
(a) Visualisation dans IGV du recrutement de KDM5A en absence (-E2) et en présence 
(+E2) d’œstrogènes aux gènes EBAG9 et ESR1.Les flèches vertes indiquent le sens de la 
transcription. (b) RT-qPCR sur le gène ESR1 (codant pour ERα) dans des MCF7 traitées 
aux œstrogènes pendant 3h, en absence ou en présence de KDM5A (n=3). (c) 
Immunobuvardage de type Western dans des MCF7 maintenues en milieu complet en 




3.9a), et l'analyse du recrutement de RNAPII par ChIP-qPCR au promoteur de EBAG9 
démontre également une perte de RNAPII en absence de KDM5A (Voir Figure 3.9b). 
Nos résultats nous permettent donc de conclure que KDM5A serait impliqué dans le 
recrutement de RNAPII au promoteur de EBAG9, et que cette HDM jouerait également un 
rôle dans la régulation de la transcription des gènes cibles de ERα par une action directe 




Figure 3.9 Expression et recrutement de KDM5A et RNAPII au promoteur de 
EBAG9 dans les MDA-MB-231  
(a) RT-qPCR dans des MDA-MB-231 en présence (shCTL) ou en absence (shKDM5A) de 
KDM5A, au niveau des gènes KDM5A et EBAG9 (n=1). (b) ChIP-qPCR de ERα, KDM5A 
et RNAPII dans des MDA-MB-231 en présence (shCTL) ou en absence (shKDM5A) de 



















La famille TLE réprime la transcription principalement par le recrutement de HDAC à la 
chromatine. Cependant, les rôles variés de ses homologues dans divers organismes laissent 
penser que les TLE, dont TLE3, auraient des fonctions bien plus diversifiées que le 
recrutement des HDAC uniquement. En effet, chez la levure, Tup1 est un co-répresseur au 
niveau des gènes silencieux soit en étant impliqué dans le positionnement des nucléosomes 
(Chen et al., 2013; Fleming and Pennings, 2007; Rizzo et al., 2011), soit en cachant un site 
de co-activateur qui sera révélé en présence du signal (Wong and Struhl, 2011), soit en 
changeant de partenaire d’interaction (Proft and Struhl, 2002). Chez la drosophile, 
Groucho (Gro) pourrait être impliqué dans les pauses de RNAPII au promoteur (Kaul et 
al., 2014), et chez la souris, Grg4 est capable d’inhiber la liaison de KMT2D afin de 
réprimer l’expression des gènes en inhibant la méthylation de H3K4 (Patel et al., 2012). 
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a. TLE3 et les HDAC 
Nous avons démontré que TLE3 réprime la transcription des gènes cibles de ERα en 
interagissant avec HDAC2 et en inhibant l’acétylation de la chromatine au niveau des 
éléments régulateurs de TFF1. Mais il serait également possible que TLE3 interagisse avec 
d’autres HDAC. Chez la levure, Tup1 interagit avec RPD3 (Watson et al., 2000) qui a de 
nombreux homologues chez l’humain. En effet, les multiples HDAC humaines sont 
organisées en fonction de leur homologie avec les HDAC présentes chez la levure, elles 
sont donc réparties en 4 classes : classe I, homologues de RPD3 ; classe II, homologues de 
HDA1 ; classe III, homologues de Sir2 ; et classe IV, sans homologie. Les homologues 
humains de RPD3 sont HDAC1, HDAC2, HDAC3 et HDAC8 (Barneda-Zahonero and 
Parra, 2012). Ainsi, il se pourrait que TLE3 interagisse également avec les autres membres 
de la classe I, hypothèse soutenue par une expérience réalisée dans notre laboratoire qui a 
mis en évidence une interaction de HDAC1 avec TLE3 (Voir Figure 4.1).  
 
b. TLE3 cacherait des sites de liaison de co-activateurs 
Tout comme son homologue Tup1, TLE3 pourrait être impliqué dans la régulation de la 
transcription en cachant des sites de co-activateurs (Wong and Struhl, 2011). TLE3 est 
muni d’un domaine WD40 qui peut reconnaitre les histones tri-méthylées ou non 
modifiées. Ainsi, il se pourrait que TLE3, en se liant à l’extrémité N-terminale de H3 
hypoacétylée, empêche son accès à d’autres co-activateurs également munis de domaines 
WD40, tels que WDR5 ou WDR2, respectivement impliqués dans la tri- et la mono- 
 
Figure 4.1 TLE3 interagit avec HDAC1 
Immunoprécipitation de TLE3 dans des MCFF7 traitées aux œstrogènes pendant 30 
minutes, suivie d’un immunobuvardage de type western avec des anticorps dirigés contre 




méthylation de H3K4 pour l’activation de la transcription (Suganuma and Workman, 2008; 
Wysocka et al., 2005). Ces protéines étant incapables d’accéder à la chromatine, H3K4 
n’est pas méthylé et le gène n’est pas transcrit. TLE3 pourrait également être déplacé de la 
chromatine lors de l’activation du gène afin de libérer le site de reconnaissance du co-
activateur. 
 
c. TLE3 dans l’ouverture de la chromatine et dans les pauses de RNAPII 
Tup1 est également impliqué dans le positionnement des nucléosomes (Chen et al., 2013; 
Fleming and Pennings, 2007; Rizzo et al., 2011) et joue de ce fait un rôle important dans la 
régulation de la transcription. TLE3 étant un inhibiteur de l’activité de FoxA1, impliqué 
dans le remodelage de la chromatine, pourrait aussi jouer un rôle dans le placement des 
nucléosomes. Afin de tester cette hypothèse, nous avons réalisé une expérience de FAIRE 
dans des MCF7 en absence ou en présence de TLE3. Cependant, les résultats ne mettent 
pas en évidence une différence entre les deux conditions, suggérant que TLE3 ne soit pas 
impliqué dans le positionnement des nucléosomes (Voir Figure 4.2). De plus, une 
étude stipule que malgré l’absence d’œstrogènes, les sites ERE sont quand même ouverts. 
Si FoxA1 est responsable du remodelage de la chromatine au niveau des ERE et l’absence 
de TLE3 n’entraine aucune différence dans la position des nucléosomes, quel serait le rôle 
de TLE3 dans l’inhibition de la transcription des gènes cibles de ERα ?  
 
Figure 4.2 TLE3 n’est pas impliqué dans l’ouverture de la chromatine 
Expérience de FAIRE réalisée au promoteur et à l’enhancer du gène TFF1 dans des 





TLE3, inhibant le dépôt de groupements acétyl par les HAT, pourrait en conséquences, 
empêcher le recrutement de complexes d’activation de la transcription munis de 
bromodomaines tels que BRD4, facteur recruté aux enhancers des gènes répondant aux 
œstrogènes (Nagarajan et al., 2014). BRD4 est essentiel pour l’activation de la 
transcription, notamment par le recrutement de CDK9, kinase permettant la 
phosphorylation de RNAPII sur la Ser2, et entrainant ainsi le passage de l’initiation de la 
transcription à l’élongation (Zhang et al., 2012; Zippo et al., 2009). BRD4 étant recruté aux 
enhancers est également impliqué dans la transcription des ARNe essentiels à la synthèse 
de l’ARNm (Kanno et al., 2014). Ainsi, TLE3 serait un répresseur de la transcription car 
son interaction avec les HDAC empêcherait l’acétylation des histones et donc le 
recrutement de BRD4 et CDK9. 
Cette hypothèse est soutenue par une étude réalisée chez la drosophile sur le co-répresseur 
Gro, homologue des TLE. Gro, agit également en tétramères capables de s’étaler le long de 
la chromatine, créant alors de larges domaines de recrutement le long des nucléosomes. 
Cependant, certains promoteurs dans le génome exhibent des pics de recrutement de Gro 
très étroits, suggérant une localisation confinée du facteur. L’étude démontre qu’à ces 
promoteurs RNAPII est en pause (Kaul et al., 2014). Dans les MCF7, TLE3 pourrait alors 
entrainer des pauses de RNAPII aux enhancers en absence de signal en déacétylant la 








Nous avons démontré qu’en absence de TLE3, ERα était capable d’induire l’expression 
basale de certains de ses gènes cibles (Voir Figure 2.1). Cependant, en absence 
101 
 
d’œstrogènes, ERα devrait être inactif. Comment donc ce récepteur peut-il activer 
l’expression basale de ses gènes cibles en absence de TLE3 ? L’activation de ERα 
nécessite la présence de ligands agonistes, mais également de modifications post-
traductionnelles du récepteur, dont l’acétylation de K266 contenue dans la région charnière 
du récepteur, ou la phosphorylation de certains résidus sérines contenus dans le domaine 
AF-1. 
Premièrement, ERα est acétylé par p300 sur la K266, cette PTM entrainant une meilleure 
liaison du récepteur à l’ADN et donc une meilleure activité de ERα (Kim et al., 2006). En 
absence d’œstrogènes, TLE3, en recrutant des HDAC, pourrait être impliqué dans la 
déacétylation du récepteur, afin de limiter l’activité fortuite de ce dernier. Ainsi, ERα serait 
actif au niveau basal en absence de TLE3 dû à l’activité de p300. 
Ensuite, les œstrogènes augmentent l’activité de la kinase c-src, responsable de l’activation 
de la kinase MAPK (Migliaccio et al., 1996), qui phosphoryle la Ser118 de ERα, 
modification nécessaire pour l’activité optimale du récepteur (Lannigan, 2003). Cependant, 
la phosphorylation des sérines de ERα peut également être le résultat de cascades 
d’activation des kinases initiées à la membrane cellulaire par les récepteurs des facteurs de 
croissance, tels que les HER, activés par EGF. Ce phénomène peut avoir lieu 
indépendamment de la présence des œstrogènes (Bunone et al., 1996; Kato et al., 1995a). 
Ainsi, dans nos MCF7, il se pourrait que l’activité de ERα en absence des œstrogènes et en 
absence de TLE3 soit le résultat de l’activation des récepteurs des facteurs de croissance, 














L’activation inopinée de ERα suggère également que FoxA1 et TLE3 pourraient être 
impliqués dans l’induction de la transcription par les facteurs de croissance, et donc dans la 
résistance aux thérapies anti-hormonales (Cui et al., 2012; Zhang et al., 2011). ERα peut 
être phosphorylé sur différents résidus, notamment les S118 et S167 situées dans son 
domaine AF-1, ainsi que la S305 contenue dans sa région charnière. Ces résidus sont 
phosphorylés par MAPK, AKT et PKA suite à l'activité des HER (Bunone et al., 1996; 
Ciardiello and Tortora, 1998; Kato et al., 1995b; Lannigan, 2003). La phosphorylation de 
ces résidus est impliquée dans la résistance aux thérapies endocriniennes, ce 
particulièrement à cause de la  phosphorylation de S305. En effet, cette PTM influence 
l'acétylation d'un autre résidu situé dans la région charnière, K303. L'acétylation de K303 
est impliquée dans la réponse de ER au ligand. Empêcher cette acétylation entraine une 
activation de ERα à de faibles doses de E2 et donc la résistance aux thérapies anti-
hormonales (Cui et al., 2004; Holm et al., 2009). Les cellules capables de répondre aux 
facteurs de croissance deviennent ainsi résistantes aux thérapies anti-hormonales. 
Même lorsque ERα est activé par les facteurs de croissance, le récepteur requiert la 
présence de co-régulateurs impliqués dans sa liaison à la chromatine, tels que les facteurs 
pionniers. En effet, lors d’une activation par EGF, les sites de liaison de ERα (définissant 
le cistrome du récepteur) ne sont pas les mêmes qu’en présence des œstrogènes, mais 
FoxA1 reste néanmoins un des partenaires d’interaction de ERα (Lupien et al., 2010). 
Ainsi, le récepteur est actif en absence d’œstrogènes grâce à la phosphorylation de ses 
sérines via les voies de signalisation des facteurs de croissance, et grâce à la présence de 
FoxA1 au niveau de son nouveau cistrome, conférant à FoxA1 un rôle important dans la 
résistance aux thérapies endocriniennes. Cependant, TLE3, étant un partenaire 
d’interaction de FoxA1, pourrait inhiber l’expression des gènes cibles de ERα lors d’une 
activation de la transcription par les HER. 
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La séquence de localisation nucléaire de TLE3 contient plusieurs sites de phosphorylation 
ciblés par la kinase cdc2 (Nuthall et al., 2002), par la kinase caséine (Nuthall et al., 2004), 
et par MAPK (Hasson et al., 2005). Or, la phosphorylation de TLE3 entraine sa 
dissociation d’avec les HDAC et la perte de sa fonction de répression (Cinnamon and 
Paroush, 2008; Hasson et al., 2005). Ainsi, il se pourrait que dans les cellules résistantes 
aux thérapies anti-hormonales dû à l’activation de HER2 par les facteurs de croissance, 
ERα soit phosphorylé sur Ser118 par MAPK et capable de se lier à l’ADN grâce à la 
 
Figure par Maïka Jangal 
Figure 4.3 Hypothèse : Implication de FoxA1 et de TLE3 dans l’activation de ERα 
par les facteurs de croissance  
(a) En absence de signal, MAPK n’est pas phosphorylée, et TLE3, recruté par FoxA1, 
empêche l’acétylation des histones en interagissant avec des HDAC. (b) En présence de 
EGF, MAPK phosphorylée est activée et phosphoryle à son tour ERα et TLE3. ERα est 
capable de se lier à l’ADN grâce à la présence de FoxA1, et TLE3 étant inactivé par sa 
phosphorylation ne recrute pas de HDAC, permettant alors l’acétylation de la chromatine 




présence de FoxA1. TLE3 étant également phosphorylé par MAPK, ne pourra pas interagir 
avec des HDAC, et la répression n’aura pas lieu, permettant alors l’activation de la 
transcription des gènes répondants aux facteurs de croissance par ERα en absence 
d’hormone, et la progression de la maladie (Voir Figure 4.3).  
FoxA1 étant impliqué dans la croissance des cancers résistants aux thérapies anti-
hormonales (Hurtado et al., 2011), il se pourrait que TLE3 soit un indicateur de bon 
pronostique et de meilleure rémission temporaire dû à son rôle d’inactivation sur le 
remodelage de la chromatine induit par ce facteur pionnier. Ainsi, TLE3 pourrait être 
inactivé dans des tumeurs résistantes aux thérapies endocriniennes. Pour tester cette 
hypothèse, nous avons observé les effets de l’absence de TLE3 sur les gènes cibles de ERα 
dans deux lignées dérivées des MCF7, mais indépendantes des œstrogènes: les LCC2 
exprimant ERα et insensibles au TAM (Brünner et al., 1993), et les LCC9, n’exprimant pas 
ERα et insensibles au TAM et au fulvestrant (Brünner et al., 1997). Dans les MCF7, 
l’expression basale de TFF1 est augmentée en absence de TLE3, mais ceci est également 
observé, bien que moins fortement, dans les deux lignées résistantes, suggérant que TLE3 
ne soit pas complètement inactivé dans ces cellules (Voir Figure 4.4).  
Une possible explication de ces résultats pourrait être que TLE3 serait partiellement 
inactivé par la surexpression de la β-cat, effecteur transcriptionnel de la voie Wnt et 
 
Figure 4.4 Rôle de TLE3 dans des cellules résistantes aux thérapies endocriniennes 
Les différentes lignées sont infectées avec un lentivirus contenant pLVTHM vide (shCTL) 
ou un shRNA ciblant TLE3 (shTLE3). Les cellules sont ensuite traitées à l’éthanol (-E2, 




compétiteur direct de TLE3 pour interagir avec TCF/LEF. Le complexe TCF/LEF/TLE3 
réprime l’expression des gènes cibles de la voie Wnt, alors que le complexe TCF/LEF/β-
cat permet leur transcription (Daniels and Weis, 2005). Une surexpression de β-cat 
inhiberait les effets négatifs de TLE3. Mais pourquoi alors ces cellules continueraient-elles 
à exprimer TLE3 si son activité n’est plus nécessaire ou contrecarrée par la surexpression 
de β-cat? Plusieurs études, ainsi que nos résultats, suggèrent que TLE3 ne serait pas 








Les membres de la famille TLE sont connus pour leur rôle de co-répresseurs 
transcriptionnels interagissant avec des HDAC (Chen et al., 1999). Cependant, la figure 2.1 
démontre que 41% des gènes sont réprimés par l’absence de TLE3, et la figure 2.2 met en 
évidence une augmentation du recrutement de TLE3 aux éléments régulateurs de TFF1 en 
présence d’œstrogènes, pendant que le gène est transcrit, suggérant que TLE3 ne soit pas 
uniquement un co-répresseur de la transcription. En effet, des études ont déjà démontré que 
les TLE perdent leur fonction de répression lorsqu’ils sont phosphorylés (Cinnamon and 
Paroush, 2008; Hasson et al., 2005), ou en tétramère avec un AES (Beagle and Johnson, 
2010; Dastidar et al., 2012), version plus courte des TLE qui peut agir en dominant négatif. 
Cependant, plusieurs cas d’étude démontrent également un vrai rôle de co-activateur pour 
certains membres de cette famille. 
En effet, dans les adipocytes, TLE3 est impliqué dans deux voies de signalisation qui 
régulent l’adipogénèse : la voie de signalisation de PPARγ (activatrice), et la voie de 
signalisation Wnt (répressive). D’une part, la liaison de TLE3 aux promoteurs des gènes 
106 
 
cibles de PPARγ augmente l’activité de PPARγ pour la différenciation des adipocytes, 
tandis qu’au même moment, TLE3 inhibe la voie Wnt en se liant à TCF4, empêchant donc 
la liaison de la β-cat à ce facteur, et entrainant alors une diminution de l’expression des 
gènes cibles de la voie Wnt et permettant l’adipogénèse (Villanueva et al., 2011). 
Récemment, une autre étude a mis en évidence le potentiel rôle de facteur pionnier de 
TLE1 (Holmes et al., 2012). Les TLE sont dépourvus de DBD, mais leur domaine WD40 
est capable de reconnaitre et d’interagir avec l’histone H3 au niveau des acides aminés 21 - 
28 de l’extrémité N-terminale, lorsque les nucléosomes sont hypoacétylés (Edmondson et 
al., 1996; Palaparti et al., 1997). Cette capacité des TLE à pouvoir lier la chromatine 
condensée leur confère une des caractéristiques des facteurs pionniers (Holmes et al., 2012; 
Zaret and Carroll, 2011). Une étude se concentrant sur le rôle de TLE1 dans le cancer du 
sein a démontré que TLE1 est un facteur nécessaire pour la liaison de ERα à 45% de ses 
sites, l’absence de TLE1 entrainant une diminution du recrutement du récepteur, ainsi que 
de l’expression de ses gènes cibles associés. Cependant, plus de la moitié des sites de 
liaison de TLE1 sont partagés avec FoxA1, de plus, une diminution de l’expression de 
FoxA1 entraine également une diminution du recrutement de TLE1 à la chromatine. Ces 
résultats suggèrent que bien que la présence de TLE1 soit essentielle pour l’expression de 
certains gènes cibles de ERα, lui conférant donc une des caractéristiques des facteurs 
pionniers, TLE1 n’agit probablement pas seul à la chromatine. TLE1 pourrait néanmoins 
être un co-activateur de la transcription de certains gènes cibles de ERα (Holmes et al., 
2012). 
Les TLE répriment la transcription principalement en interagissant avec des HDAC (Chen 
et al., 1999). Cependant, les HDAC ne sont pas exclusivement des répresseurs de la 
transcription. Une étude a en effet démontré que les HDAC étaient autant recrutées aux 
promoteurs des gènes activement transcrits que les HAT, où elles sont nécessaires pour la 
remise à zéro du promoteur pendant la transcription (Wang et al., 2009). Ceci est 
également démontré par le recrutement cyclique de ERα, des HDAC et des HAT au 
promoteur de TFF1 lors de son induction (Métivier et al., 2003). Ce nettoyage du 
promoteur est nécessaire pour la bonne expression des gènes. Egalement, les HDAC sont 
impliquées dans l’élongation de la transcription où elles déacétylent les histones après le 
passage de RNAPII afin de ne pas permettre de transcription cryptique qui, lorsqu’elle a 
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lieu, inhibe la transcription de l’ARNm (Berretta et al., 2008; Fang et al., 2010; Hayakawa 
et al., 2007; Pinskaya et al., 2009). 
De plus, chez la levure, Tup1, homologue des TLE, interagit avec Ssn6 (Keleher et al., 
1992), protéine très similaire à UTX (KDM6A) des mammifères, une HDM responsable de 
la déméthylation de H3K27me3 (Agger et al., 2007), marque de répression de la 
transcription (Barski et al., 2007). Chez les mammifères, TLE1 interagit avec UTX, 
suggérant que le rôle activateur des TLE pourrait également provenir d’une interaction 
avec des HDM ciblant des résidus marquant l’hétérochromatine facultative (Grbavec et al., 
1999). Ainsi, en changeant de partenaire d’interaction, TLE3 pourrait devenir un co-
activateur de la transcription lors de la réception d’un signal d’activation. 
 
Toutes ces études démontrent que la variété des partenaires d’interaction des TLE dans les 
diverses étapes de la transcription, pourraient conférer des rôles de co-activateurs aux 
membres de la famille TLE, et donc à TLE3. Ainsi, le rôle de TLE3 pourrait être conservé 








Les rôles de TLE3 les plus connus et les plus étudiés sont ceux qui lui confèrent une 
fonction de co-répresseur transcriptionnel. Ainsi, TLE3 serait principalement un inhibiteur 
de la tumorigénèse, et son inactivation pourrait entrainer de nombreux cancers. 
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Principalement, TLE3 est un inhibiteur de la voie de signalisation Wnt, importante dans le 
développement et chez l’adulte, car elle dirige la prolifération, le destin, et l’auto-
renouvellement des cellules souches. Bien souvent, cette voie est anormalement active 
dans les cancers et entraine la prolifération anarchique des cellules. En absence de signal 
Wnt (petite glycoprotéine liant un récepteur transmembranaire), la β-cat est maintenue 
dans un complexe de dégradation cytoplasmique où elle est phosphorylée. Les récepteurs 
TCF/Lef présents au niveau des gènes cibles de cette voie, interagissent avec les membres 
de la famille TLE et répriment la transcription. Lors de la réception d’un signal Wnt, la β-
cat se dissocie du complexe de dégradation, passe dans le noyau, se lie aux récepteurs 
TCF/Lef, et permet l’activation des gènes cibles de la voie Wnt tels que c-Myc, CCND1, et 
Bcl2, gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire et dans la survie, ainsi que la 
répression de p21 et p16, gènes de sénescence (Lim et al., 2011; Mulholland et al., 2005). 
Dans le cancer du sein, l’expression de ces gènes est également régulée par ERα et les 
œstrogènes, suggérant une action croisée et une coopération de ces deux voies de 
signalisation, phénomène déjà observé dans certains tissus. En effet, dans l’os, Wnt et les 
œstrogènes coopèrent pour permettre la différenciation des ostéoblastes, les œstrogènes 
favorisant l’activité de β-cat (Yin et al., 2015). De plus, la protéine WBP2, co-activateur de 
ERα phosphorylé par les récepteurs des facteurs de croissance et impliqué dans la 
transcription de CCND1 et c-Myc, est nécessaire à la transcription de plusieurs gènes 
induits par les œstrogènes ainsi que pour l’expression des gènes cibles de la voie Wnt, et 
entraine également la répression de p21 et p16 (Lim et al., 2011). Ainsi, dans certains 
cancers, le rôle des TLE deviendrait crucial pour empêcher l’activation fortuite de ces deux 
voies de signalisation, en réprimant l’expression des gènes cibles de ERα en absence 
d’œstrogènes, et limitant l’activité de la β-cat. 
Le rôle co-répresseur de TLE3 et des autres membres de la famille TLE devient alors 
critique pour inhiber la tumorigénèse. Cependant, TLE3 n’est probablement pas 
uniquement un co-répresseur, et tout comme pour les histones et ERα, TLE3 est sujet à 
plusieurs modifications post-traductionnelles qui vont influencer sa fonction, et qui 
pourraient être dérégulées dans les cancers. 
Nous avons déjà abordé le rôle de la phosphorylation de TLE3 dans le développement de 
cancers, cette PTM inhibant la fonction répressive de TLE3 (Cinnamon and Paroush, 2008; 
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Hasson et al., 2005). Cependant, TLE3 peut également être ubiquitiné, et probablement 
sumoylé. TLE3 serait ciblé par l’ubiquitine-ligase XIAP qui, en présence d’un signal Wnt, 
lie le complexe TCF/Lef/TLE3, ubiquitine TLE3 et entraine une diminution de l’affinité de 
ce facteur pour TCF/Lef, laissant alors la place à la β-cat pour l’activation des gènes de la 
voie Wnt (Hanson et al., 2012). La sumoylation (ajout de groupement SUMO, n’a pas été 
mise en évidence chez les membres de la famille TLE, cependant, Tup1 est sumoylé sur 
deux de ses lysines. Cette PTM entraine une dissociation de Tup1 du promoteur de ses 
gènes et l’activation subséquente de la transcription (Ng et al., 2015). Ainsi, la 
surexpression de XIAP, ou d’une E3-SUMO ligase ciblant TLE3 ou un autre membre de la 
famille TLE, favoriserait l’activité des voies de signalisation Wnt et des œstrogènes, et 
donc l’initiation d’un cancer. 
De plus, les PTM des TLE pourraient être des interrupteurs permettant aux TLE de passer 
de co-répresseurs transcriptionnels à co-activateurs. Les membres de la famille TLE ont un 
fort potentiel co-activateur (discuté précédemment), et il se pourrait également que d’autres 
modifications post-traductionnelles telles que la méthylation et l’acétylation, influencent 
leur affinité pour certains partenaires d’interaction et favorise leurs fonctions activatrices, 






















Les résultats obtenus dans les MCF7 nous ont permis de conclure que KDM5A régulait 
l’expression des gènes cibles de ERα, entre autres en étant directement impliqué dans la 
traduction ou la stabilité de ERα. La possibilité que KDM5A puisse réguler la transcription 
de ERα est peu plausible, la diminution du niveau d’ARN messager de ERα n’étant pas 
assez importante en absence de KDM5A (Voir Figure 3.8b), et les analyses des 
expériences du ChIP-seq de la HDM ne permettant pas de détecter son recrutement au 
niveau du promoteur de ESR1 (voir Figure 3.8a). Cependant, les interactions de la 
chromatine à longue distance pourraient rapprocher un promoteur muni de KDM5A de 
celui de ESR1 pour permettre la régulation de l’expression de ERα par KDM5A. 
Le rôle de KDM5A dans la régulation de la traduction n’a jamais été mis en évidence, et 
l’implication de KDM5A dans l’expression du récepteur pourrait se jouer au niveau de la 
stabilité de ERα. En effet, ERα est soumis à toute une panoplie de PTM dont la 
phosphorylation, l’acétylation (déjà évoquées), et la méthylation. Les cibles de la 
méthylation de ERα principalement étudiées sont les lysines de sa région charnière (K266, 
K268, K299, K302 et K303) et une arginine de cette même région (R260). Une étude a 
démontré que SET7 méthyle ERα au niveau de K302 et que l’établissement de cette PTM 
était crucial pour la stabilité du récepteur (Subramanian et al., 2008). Ainsi, KDM5A 
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pourrait être impliqué dans la déméthylation de ERα, et ainsi diminuer la stabilité du 
récepteur.  
Afin de pouvoir trancher entre ces deux hypothèses (traduction ou stabilité), il faudrait 
comparer les effets d’un traitement au MG132 (inhibiteur du protéasome) avec ceux d’un 
traitement au cycloheximide (inhibiteur de la traduction), en présence ou en absence de 
KDM5A (répression de l’expression de la HDM par ARN interférants). Le protéasome 
étant impliqué dans la dégradation de ERα (Métivier et al., 2003), le MG132 stabiliserait le 
récepteur, permettant ainsi la comparaison de la quantité de protéines produite en fonction 
de la présence de KDM5A, mettant ainsi en évidence le rôle direct de KDM5A dans la 
traduction du récepteur. Le traitement au cycloheximide, lui, inhibant la traduction et donc 
la production de ERα, démontrera le rôle probable de la HDM dans la stabilité du 
récepteur. 
Toutefois, si KDM5A n’est pas directement impliqué dans la stabilité du récepteur, cette 
HDM pourrait tout de même réguler l’activité de ERα. En absence d’œstrogènes, K266 est 
méthylée par SMYD2, ce qui maintient le récepteur dans un état transcriptionnel inactif, 
empêchant la liaison du récepteur à l’ADN. En revanche, en présence d’œstrogènes, K266 
est déméthylée et ciblée par p300 entrainant l’acétylation de ce résidu et l’activité 
transcriptionnelle optimale de ERα. Une des HDM proposées pour la déméthylation de ce 
résidu est KDM1A, également responsable de la déméthylation de H3K4me1/2 (Kim et al., 
2006; Zhang et al., 2013). Ainsi, il se pourrait que KDM5A soit également impliquée dans 
la déméthylation de ERα, sur K266 ou sur un autre résidu, afin d’optimiser l’activité 













Le fait que KDM5A soit impliqué dans la stabilité et dans l’activité de ERα n’empêche pas 
cette HDM de jouer également un rôle épigénétique dans l’activation de la transcription 
des gènes cibles de ERα, en agissant sur la méthylation de H3K4me3. En effet, environ 
61% des gènes induits par les œstrogènes recrutent la HDM à leur promoteur (Voir Figure 
3.4), et la diminution de l’expression de KDM5A entraine une forte augmentation de 
H3K4me3 au promoteur de EBAG9 (Voir Figure 4.6), suggérant que KDM5A puisse 
également jouer un rôle à la chromatine afin de réguler l’expression des gènes cibles 
de ERα. Une étude chez la levure et une autre chez l’humain ont démontré que le dépôt de 
H3K4me2/3 est très important pour la fidélité du promoteur (Fang et al., 2010; Pinskaya et 
al., 2009). En effet, la présence de H3K4me3 en amont d’un TSS ou dans le corps du gène 
permettra la transcription cryptique d’ARN non-codants qui inhibent l’expression de 
l’ARNm. De plus KDM5A suit le complexe MRG15 pour déméthyler la chromatine intra-
génique (Hayakawa et al., 2007). Nous pouvons alors supposer qu’aux gènes cibles de 
ERα, KDM5A jouerait un rôle dans la fidélité du promoteur en déméthylant H3K4me2/3 
 
Figure 4.5 H3K4 est plus fortement tri-méthylé en absence de KDM5A 




aux régions adjacentes du TSS, afin d’empêcher la transcription cryptique et de favoriser la 
sytnhèse de l’ARNm. 
H3K4me3 est impliqué dans le recrutement de RNAPII (Vermeulen et al., 2007), ainsi, si 
l’enrichissement de H3K4me3 augmente, ceci devrait impliquer une forte augmentation du 
recrutement de RNAPII et potentiellement une importante activation du gène plutôt que sa 
répression. Cependant, nos résultats ChIP dans les MDA-MB-231 ne montrent pas 
d’augmentation du recrutement de RNAPII au promoteur de EBAG9, mais plutôt une 
tendance à la baisse (Voir Figure 3.9).  
Deux hypothèses pourraient expliquer ce phénomène. Premièrement, KDM5A pourrait être 
responsable de la déméthylation d’un autre résidu qui, lorsqu’il est méthylé, serait une 
marque de répression de la transcription, comme KDM1A et B qui ciblent H3K4 et H3K9 
mono- et di-méthylés (Ciccone et al., 2009; van Essen et al., 2010; Fang et al., 2010; 
Metzger et al., 2005; Shi et al., 2004). En effet, lors des expériences de déméthylation des 
histones par KDM5A seuls les résidus des histones H3 et H4 ont été testés (Christensen et 
al., 2007; Hayakawa et al., 2007). Cependant, le variant H2A.Z peut être méthylé sur ses 
lysines 4 et 7 empêchant alors l’acétylation des mêmes résidus (Binda et al., 2013). 
L’acétylation de H2A.Z est largement associée à l’activation de la transcription (Bruce et 
al., 2005; Dalvai et al., 2012), suggérant donc que la méthylation de ces résidus en ferait 
des marques de répression de la transcription. Ainsi, KDM5A pourrait également être 
responsable de la déméthylation de H2A.Z au niveau des gènes cibles de ERα, ce qui 
permettrait leur induction. Deuxièmement, l’expérience de ChIP de RNAPII est restreinte à 
la région promotrice proche du TSS de EBAG9. Or, l’augmentation de l’enrichissement de 
H3K4me3 pourrait entrainer son étalement hors du TSS et impliquer le déplacement du 
site d’initiation de la transcription, la présence de cette PTM étant généralement très stricte 
au TSS des gènes induits par ERα (Voir figure 3.5). Ainsi, la disparition de RNAPII 
observée au promoteur pourrait être due à une relocalisation de RNAPII en aval ou en 
amont du TSS d’origine, entrainant un mauvais départ de la transcription et une diminution 
de l’expression de l’ARNm du gène. 
Notre travail s’est principalement concentré sur le recrutement de KDM5A au niveau des 
promoteurs. Cependant, 21% des sites de liaison de la HDM sont retrouvés dans les 
régions intergéniques, 20% au niveau des introns et 11% au niveau des exons (Voir Figure 
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3.2). Les enhancers peuvent être situés autant dans les régions intergéniques que dans les 
exons ou les introns (Heintzman et al., 2007), suggérant que KDM5A puisse également 
être recruté à certains enhancers. Le rôle de KDM5A à ces régions régulatrices pourrait 
être de maintenir un taux élevé de H3K4me1 en déméthylant la di- et la tri-méthylation de 
ce résidu, et permettant ainsi de bien démarquer les enhancers. En effet, KDM5B, membre 
de la famille KDM5 le plus similaire à KDM5A, serait impliqué dans la déméthylation de 
H3K4 aux enhancers (Kidder et al., 2014). Il se pourrait donc que KDM5A et KDM5B 
aient une fonction similaire, car dans plusieurs cancers, en absence de KDM5A, KDM5B 
est surexprimée et peut remplacer KDM5A au niveau des promoteurs des gènes (Islam et 








ERα est le facteur clé ciblé par les thérapies endocriniennes utilisées pour traiter la plupart 
des cancers du sein. Or, les cancers évoluent et, soit finissent par ne plus exprimer le 
récepteur, soit par exprimer un mutant qui ne répond plus au traitement, ou encore par 
modifier l’activité de certains co-régulateurs de ERα, entrainant alors la résistance des 
tumeurs aux agents chimiques utilisés (Green and Carroll, 2007; Musgrove and Sutherland, 
2009; Riggins et al., 2007). Notre étude se concentre sur le rôle de deux co-régulateurs de 
ERα, TLE3 et KDM5A, dans une lignée de cancer du sein ER+, et met en évidence un 
mécanisme d’action pour chaque facteur dans la régulation de la transcription des gènes 
cibles de ERα, démontrant ainsi leur implication dans le développement du cancer du sein. 
Que la tumeur soit résistante ou non, les facteurs pionniers tels que FoxA1 sont impliqués 
dans la liaison de ERα à la chromatine, et donc dans la transcription des gènes cibles du 
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récepteur (Carroll et al., 2005; Laganière et al., 2005; Lupien et al., 2010). Ainsi, 
l’inhibition de l’activité de ces facteurs pourrait pallier au gain de fonction inapproprié de 
ERα. Dans les MCF7, TLE3 interdit l’accès de la chromatine à ERα malgré la présence de 
FoxA1, ainsi, à premier abord, favoriser l’activité de TLE3 semblerait une bonne 
alternative aux anti-œstrogènes, puisque ce facteur abolit la fonction de FoxA1. Cependant, 
TLE3 pourrait également devenir un activateur de la transcription lors de l’acquisition de 
la résistance. Il serait donc nécessaire de mettre en évidence expérimentalement le rôle de 
TLE3 dans des cellules cancéreuses ne répondant plus aux anti-œstrogènes, ce rôle n’ayant 
été abordé qu’hypothétiquement ici. En effet, soit la résistance est obtenue par une 
inactivation de TLE3 due à l’établissement de certaines PTM sur ce facteur et ainsi 
favoriser son activité serait préférentiel, soit la résistance est conférée par une des diverses 
potentielles fonctions de coactivation de TLE3, et alors un inhibiteur dirigé contre ce 
facteur ou contre ses partenaires d’interaction serait nécessaire à développer pour 
surmonter la résistance et en faire un bon agent thérapeutique. 
La HDM KDM5A est surexprimée dans de nombreux cancers et impliquée dans la 
résistance des cancers du sein traités aux inhibiteurs de facteurs de croissance (Hou et al., 
2012; Rasmussen and Staller, 2014). L’implication de KDM5A dans l’expression de ERα 
ainsi que son hypothétique rôle sur l’activité du récepteur, lui confèrerait une fonction 
cruciale dans le développement et la progression des cancers du sein ER+. En effet, si 
KDM5A permet la stabilisation de ERα ou induit l’activité transcriptionnelle optimale de 
ce récepteur en déméthylant certaines de ses lysines, alors cette HDM favoriserait la 
résistance aux différents traitements dirigés contre ERα en entretenant l’expression du 
récepteur, et en facilitant son activité inconditionnelle. De plus, l’étude de TLE3 et des 
HDAC, ainsi que d’autres travaux antérieurs (Garcia-Bassets et al., 2007), ont également 
mis en évidence le rôle crucial de la chromatine et de son remodelage dans la biologie des 
cancers, d’où l’importance de bien comprendre les mécanismes d’action des diverses 
enzymes impliquées dans la préparation de la chromatine lors d’un signal de transcription. 
Les mécanismes moléculaires du rôle de KDM5A dans cette résistance n’ont pas été 
élucidés, cependant, KDM5A étant impliqué dans la répression de p21 (Hou et al., 2012) et 
de la E-cadhérine (Liang et al., 2015), pourrait ainsi permettre la progression des cancers 
ER+ malgré les traitements anti-oestrogéniques. Il serait donc important de mettre en 
évidence l’implication de KDM5A au niveau de l’expression de ERα, ainsi que la manière 
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dont cette HDM coopère avec ce récepteur pour préparer la chromatine au niveau des 
gènes, afin de comprendre l’impact du rôle de cette HDM dans les cancers du sein ER+. Le 
développement d’inhibiteurs de KDM5A pourrait aider à sensibiliser à nouveau les cellules 
cancéreuses ER+ à certaines thérapies en affectant l’activité et l’expression de ERα, et à 
rétablir l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs ou de gènes d’adhésion cellulaire, 
afin de freiner l’évolution de la maladie. Cela dit, il faudrait prêter attention aux autres 
HDM de la même famille, et particulièrement à KDM5B, dont la similitude dans 
l’organisation structurelle et dans les fonctions (Rasmussen and Staller, 2014), pourrait 
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